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第1章緒論
　魚介類は同じタンパク質に富む畜産物に比べて水分活性が高く、また自己消化
酵素活性が比較的に強いため、鮮度の低下が著しい。その主要因である自己消化
酵素や微生物作用を抑制するために、乾燥、塩漬、冷蔵、冷凍、加熱などの保存
法が一般的に用いられているが、逆に自己消化酵素や微生物の有用な働きを活用
した様々な加工法も稀ではない。
　畜産食品や農産食品では、主に微生物作用によるものを発酵食品と呼んでいる
が、水産食品では、微生物作用と自己消化酵素作用を区別しにくいものが多いた
め、微生物作用だけでなく自己消化酵素作用を用いて加工される製品も水産発酵
食品と呼んでいる。また、水産発酵食品は製造法により塩蔵型、漬物型、カビ付
け型の三っに大別されている。塩蔵型水産発酵食品には、魚介類を塩漬け（また
は塩水漬け）にして作られる塩辛、しょっっる、くさやなどが該当する。塩蔵型
製品の特徴は微生物作用または自己消化酵素作用により風味を醸成させることで
ある。漬物型水産発酵食品には、魚介類を塩蔵したあと、米飯や糠などに漬け込
む工程がら生じた乳酸などにより酸味を付けると同時に保存性を寄与したふなず
し、さば馴れずしや魚の糠漬けなどが該当する。漬物型製品には塩分濃度が比較
的に低く、また乳酸発酵によるものが多い。カビ付け型水産発酵食品には、代表
としてカビ作用による多種香気成分を持っかつお節が該当する（藤井，1992）。
　このような水産発酵食品と他の発酵食品との大きな違いは、水産発酵食品では
製造にあたり、発酵食肉製品（Nychas㎝d　Arkoudelos，1990；Hammes　and　Knau£
19941Hammesε∫磁，19951Sorensen　and　Samuelsen，1996；CoPPolaε∫尻，1997）、チー
ズ（Selcukθ∫鳳，19931Meyrandθ∫砿，1998）、ヨーグルト（Pulusaniε∫紘，1979；
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Parakova8！鳳，1997）などに用いるstarterculture法またはback－sloP法（Nychasand
Arkoudelo象1990）を一切使用せず、むしろ限定された原料や製造工程中に付着し
ている様々な微生物により自然状態下で熟成させる点である。従って、これら製
品の品質管理はかなりの部分を経験に依存しており、また熟成中における微生物
及び自己消化酵素の役割を把握することが困難である。
　塩辛は水産発酵食品の中で、最もよく知られており、その細菌フローラに関す
る研究はこれまで、長尾ら（1949）は1～10％食塩添加肉汁培地を用いてβαci〃μsspP．，
翅㎞oooooμs　spp．，加o∫o加6’11μs　sp。を、銭谷ら（1955）は10％食塩添加肉汁寒天を
用いて陽γ∫osp．，枷聯ocooo麗spp．，オohro〃20肋o∫εrsp．，E1αvo加o～θ7i耀〃2sp．，βαoillμs
spp．を、森ら（1979）は3％食塩添加標準寒天を用いてS’gρ妙100000μs　I1，皿，IV，V，
盈㎞ococc祝s　IV，Vを分離している。また、最近の報告（西村ら119911山崎ら，19921
高井ら，1992119931藤井ら，1994）では、初発のフローラにも関わらず、イカ塩辛
の熟成期間を通して、翅㎞oooccπs及びS‘4ρ々ylococcμsが優勢菌群となったことを
誰めている。これらの結果は、研究者の用いた実験条件が異なったり、或いは時
代の推移に伴って準拠した分類体系が同じでないため、統一的な分類結果が得ら
れない。尚、塩辛熟成中に関する微生物及び自己消化酵素の役割は、森ら（1979）
は用塩量10－20％のイカ塩辛について、熟成中の成分と微生物の消長を調べた結
果、用塩量10％及び15％の塩辛では食用最適期における生菌数とアミノ酸の増加
傾向はほぼ一致したことから、イカ塩辛の熟成（アミノ酸生成）には微生物の関
与が大きいと述べている。しかし、この研究では、熟成中の自己消化酵素作用と
細菌作用が区別されていないため、自己消化酵素作用と細菌作用のいずれがアミ
ノ酸生成の主要因かについてはまだ不明な点が多い。そこで、藤井ら（1994）は
最近、塩辛の旨味形成における微生物の関与を再検討するため、抗生物質の添加
及び非添加の食塩10％イカ塩辛について、熟成中の細菌数とアミノ酸の変化を調
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べたところ、熟成中のイカ塩辛の生菌数増加とアミノ酸増加の間には相関性が見
られなかったことから、熟成中におけるアミノ酸生成に関しては微生物の役割は
少ないと結論した。また香気成分の生成に関しては、官能的に抗生物質添加及び
非添加の両試験区に明らかな差が認められたので、塩辛熟成中における微生物の
作用は、むしろ香気成分の生成に重要であると推察している。しかしこの点につ
いては、まだ充分に解明されておらず、優勢菌群の〃1㎞oco‘cμsやS‘4ρ妙10‘oc6μs
はイカ塩辛熟成中において、どのような役割を担うのかも尚不明である。
　一方、最近、高血圧予防の観点から食品の低塩化の傾向が高まっているが、そ
のせいか塩分を減らしたイカ塩辛での腸炎ビブリオ食中毒の発生事例もある（河
端，1985）。また、伝統的製造法の10％以上もの食塩を用いるイカ塩辛は、腐敗細
菌の増殖を抑制することが十分に考えられるが、好塩性菌である励吻
ρomhαεノnoヶ’io〃sや10％NaC1以上の食塩存在下でも増殖可能なS∫叩々yloooooμs
αμ惚sのイカ塩辛中における挙動については明確に確認されていない。
　本論文においては水産発酵食品を代表するイカ塩辛における微生物の役割を明
らかにするため、塩辛熟成中における微生物の関与を再検討し、更にDNA　base
composition（GC含量）や玉6S　rRNA遺伝子の塩基配列などの遺伝子学的性状と
生化学性状を検討の上、細菌フローラの解析、これら優勢菌群の機能、並びに食
品衛生細菌的安全性などについて研究を行った。
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第2章イカ塩辛熟成中における微生物の挙動に関する研究
　塩辛は目本の最も代表的な水産発酵食品であり、これに類似したものは中国や
東南アジアでも注目されている（Beddows，1985）。日本での起源については、平
安時代からであると言われているが、製品の形成背景としては恐らくそれよりも
前の魚介類を保存するための塩漬けであると思われる。現在、塩辛には、イカ、
カツオ（酒盗）、ウニ、アユ内臓（うるか）、ナマコ（このわた）、サケの腎臓（め
ふん）などの原料が用いられているが、イカの塩辛が最も一般的である。また塩
辛の原料には近海産のスルメイカが最適であり、加工場によりスルメイカのみを
用いた製品もある（藤井，1992）。
　イカ塩辛には、赤作り、白作り、黒作りの3種類が一般的に知られている。赤
作りは最も一般的な塩辛で皮付きのイカ胴肉を使用するのに対し、白作りは剥皮
したイカの胴肉を使用して醸成させたものである。富山県の名産物でもある黒作
りはイカ墨を加えて製品で、独特な風味を有しており、貯蔵性には優れていると
言われている。黒作りイカ塩辛の保存性に関して、望，月　（1979）はイカ墨汁中の
リゾチーム又はその近縁酵素によると述べている。しかし、これら製品の熟成に
ついては微生物作用によるのか、或いは自己消化酵素作用によるのかという古く
からの議論ではこれまで、イカ塩辛熟成中の旨味形成（アミノ酸生成）には、微
生物は殆ど関与していないことが明らかにされている（藤井ら，1994）が、伝統
的イカ塩辛中の食塩濃度10％以上でも増殖可能な優勢菌群の明確な分類、同定は
行われておらず、またこれらの優勢菌群が熟成中において、どのような役割を演
　　　　　　　　　　　　　　　　　、じているのかも尚不明である。。
　そこで本章では、イカ塩辛熟成中における微生物の挙動について、熟成中の有
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機酸量、生菌数、細菌相などの変化からイカ塩辛の熟成と微生物との相関性を解
明することを試みた。
5
第1節　イカ塩辛熟成中の有機酸蓄積と微生物の関与
　これまで、イカ塩辛中の香気成分にっいて、手島ら（1967）は用塩量20妬の塩
辛を20。Cで熟成した際の変化を調べ、酢酸、プロピオン酸、イソ酪酸、アンモ
ニアおよびイソブチルアミンは仕込初期の塩辛にも存在するが、ギ酸、n一酪酸、
n一バレリアン酸、n一カプロン酸、トリメチルアミン、ジメチルアミンは熟成の後
期にみられたと報告している。しかし最近、イカ塩辛中における乳酸、酢酸など
の有機酸の増加時期がイカ塩辛中の生菌数の増加時期とがほぼ一致していること
から、イカ塩辛中の有機酸がイカ塩辛中の微生物により生成されている可能性が
推察され、また、抗生物質の添加により、イカ塩辛中では有機酸の生成及び生菌
数が同時に抑制されるとともに、官能的評価からもイカ塩辛特有の香気成分が感
じられなかったことから、有機酸及び香気成分の生成はイカ塩辛中の微生物によ
るものであることが報告されているが（鈴木，1994）、イカ塩辛中の有機酸の蓄積
量は試料によって区々であることについて、まだ疑問点が多く残っている。
　そこで本節では、イカ塩辛熟成過程における香気生成と微生物の関与、及び香
気生成に影響を及ぽすと考えられる原料個体差や熟成中の擁搾条件などの要因を
同時に検討した。
実験方法
［試料の調製］
　イカ塩辛（赤作り）試料は、青森県で水揚げされたスルメイカを用い、伝統的
製造法に準じて、製造時期を違えて合計3グループ（Aグループは1996年6月
に、Bグループは1996年11月に、Cグループ1997年6月に）調製した。先ずイ
カの外套筋と肉臓を手で引き離し、外套筋を水洗、十分に水切り後、細切りした。
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そして、外套筋重量の5％の肝臓内容物を添加混合し、更に外套筋及び添加肝臓
内容物との総重量の10％の食塩（国産化学一級）を添加した。これをホーロー製
広口瓶に貯蔵し、20。Cで熟成を行った。熟成期間中にこれらの試料は毎日2回
掩搾した。
　A、Bグループでは、熟成過程中の香気生成と微生物の関与を検討するため、
仕込直後の試料500gに対し、抗生物質（いずれの試薬とも和光製薬の製品を用
いた）benzylpenici11in　potassium150ppm（蒸留水に溶解）、streptomycin　potassium
150ppm（蒸留水に溶解）、chloramphenico1150ppm（ethanolに溶解）、amphotedcine
B500ppm（d孟methyl　sulfbxideに溶解）の非添加試料（試料A、B）及び添加試料
（試料A一＆、B－a）の試験区を2グループ（A、Bグループ）調製した。
　Cグループでは、熟成過程中の香気生成に影響を及ぼすと考えられる熟成条件
などの要因を検討するため、上記と同様に仕込直後、擬搾熟成試料（試料C）500g
及び非擬搾熟成試料（試料C－u）500gの試験区を1グループ調製した。
　いずれの試料においても熟成0、7、14、21、28日目に各種試験に供した。
［有機酸の測定］
　イカ塩辛試料10g（主に外套筋肉）に6％perchloric　acid（過塩素酸溶液）10mI
を加え、2分間ストマック（StomacherLab－blender80，ScwardUAC　House）で磨砕
し、2時間放置した。その後、上澄み液を8，000rpm、10minの遠心分離を行い、1N
po重assium　hydroxide（水酸化カリウム溶液）を用いて中和処理した後五lter　paper
（No．2，Advantec）で濾過した。これに蒸留水を加え50mlに希釈し、membrane　mter
（02μm，Dismic－25，Advantec）で濾過したものを試験溶液とした。尚、1検体に
ついて、3回ずつ分析を行った。
　島津製作所のHPLC　Organ玉c　Acid　Analys三s　System　Instruction　Manual（Liquid
Chromatograph　LC－9A，Conductiv三ty　Detector　CDD－6A，Chromatopak　C－R3A，Colunm
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Oven　CTO－6AS）に基づき、分析、定量を行った。移動相はρ一toluenesulfbnic　acid
monohydrate毎トルエンヌ1ルホン酸一水和物，Nacalaitesque）951mg、蒸留水1，000ml
で・緩衝液はP－toluenesulfbnic　acid　monohydrate（ρ一トルエンスルホン酸酸一水和
物，Nacalaitesque）951mg、2NA（EDTA・2Na）（ethylenediamine－N，N，Nラ，N’。tetraacetic
acid，disodium　salt，dihydrate，エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムニ水和物，
Dotite）29mg、Bis－Tr｝s（bis［2－hydroxyethyll　imino－tris　lhydroxymethyll　methane，ビ
ス［2一ヒドロキシエチル］イミノトリス［ヒドロキシメチル］メタン．Sigma）4，185mg、
蒸留水1，000mlで調製した。有機酸分離カラムはShm－packSCR－102H（8．0㎜1．D．
×300㎜L．）及びガードカラムSCR－102H（6．0㎜1．D．×50㎜L．）を使用し、
移動相及び緩衝液の送液速度を0．8mレminに設定した。columnovenの温度は45℃
に設定した。
［生菌数の測定］
　生菌数の測定には、2．5％及び10％NaCl添加BPG平板培地（bonito　extract，59；
peptone，5gl　glucose，1gl　agaち15gl　NaCl250r100gl　MgSO4・7H20，250r10gl　KCl，
1gl蒸留水，1，000mll　pH7．5，オートクレーブ121。Cで15分間滅菌）（藤井，1977）
を用い、希釈水として2．5％NaCl添加BPG平板培地には2．5％食塩水（NaCl2．5％，
MgSO4・7H200．25％）を、10％NaCl添加BPG平板培地には10％食塩水（NaC口0％，
MgSO4・7H201％）を用いた。イカ塩辛試料から5gずっを無菌的に採取、その懸
濁液（Stomacher　Lab－blender80，Seward　UAC　House）の段階希釈液を調製し、上
記の平板培地に塗抹した。2．5％及び10％NaCl添加BPG平板培地は20。Cで好気
培養を行い、それぞれ生菌数を算出した。
［供試菌株の分離及び群別］
　抗生物質非添加試験区（試料A、B）及び擁搾熟成試験区（通常試料C）の生
菌数測定に用いた0、7、14、21、28目目の2．5％及び10％NaCI添加BPG平板培
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地からそれぞれ無作為に20株ずっ、合計568株（試料Aより198株、試料Bよ
り182株、試料Cより188株〉を釣菌し、画線、純粋分離した後形態、Gram染
色及びcatalasetest（HarhganandMcCance，1976）の性状で群別を行った。
［VBN、TMA及びpHの測定］
　抗生物質非添加及び添加試験区（A、Bグループ）について、常法によりVBN
（voiatilebasic　nitrogen，揮発性塩基窒素）、TMA（trimethylamine，トリメチルアミ
ン）及びpHを測定した。
　VBNの測定では、イカ塩辛試料10gを乳鉢に採取し、10％thchloroaceticacid（ト
リクロロ酢酸溶液）20mlを加え、2分問ストマック（Stomacher　Lab－blender80，
SewardUACHouse〉で磨砕し、2時間放置後50m1容メスフラスコに且lterpaper（No2，
Advantec）で濾過した。残渣は更に5％trichloroacetic　acidで洗浄し、洗液は先の
メスフラスコに加え50m1にメスアップしてConwayの微量拡散法（Yamagataθ∫磁，
1969）により測定した。尚、1検体について、2個のConwayユニットを用いて
分析を行った。
　TMAの測定では、VBN測定用の試料溶液にfbmlalin（ホルマリン）10mlを加
え、3分問放置後VBNと同様にConwayの微量拡散法により測定した。
　pHの測定では、生菌数測定の際に用いたイカ塩辛試料の原液をpHmeter（M－8，
Horiba）で測定した。
結果
［抗生物質非添加及び添加試験区について］
　抗生物質非添加及び添加試験区における有機酸、生菌数、VBN、TMA、pHの
経時的変化はそれぞれTablc2－1。1及びTable2－1－2に示した。抗生物質非添加区で
ある試料A、Bでは、熟成初期（7日目）から有機酸が蓄積し始め、熟成後期（28
　　　　　　　　　　　　　　　9
日目）に急激な増加傾向を示した。試料Aの場合、総有機酸量は初期の37mg／1009
から熟成後期の228mg／1009に増加した。その内で酢酸が初期の5mg／1009から後
期の1但mg／100gに増加し、乳酸が初期の22mg／lOOgから後期のOmg／100gに減少
した。試料Bの場合、総有機酸量は初期の49mg／1009から熟成後期の164mg／1009
に増加した。その内で酢酸が初期の5mg／1009から後期のHOmg／1009に増加し、
乳酸が初期の25mg／1009から後期の13mg／1009に減少した。それに対し、抗生物
質添加区である試料A一＆、B．aでは、有機酸の経時的増加傾向は見られなかった。
　一方、生菌数及び有機酸の相関性はFig．2－1－1及びFig．2－1－2に示した。抗生物
質非添加区である試料A、Bでは、生菌数及び有機酸蓄積量の経時的増加傾向が
みられたが、抗生物質添加区である試料A－a、B－aでは見られなかった。また、
抗生物質添加区である試料A－a、B－aでは、官能的にイカ塩辛特有の香気が感じ
られかった。
　抗生物質非添加区である試料A、Bから分離された380菌株は、Gram（＋），
catal鎚e（＋）の球菌356株（約94％）及びGr㎝（一）の桿菌24株の2群に群別された
（Table2－1－4）。
　VBN及びTMAにっいては、抗生物質非添加区である試料A、Bでは、熟成初
期（7目目）から急激な増加傾向が見られたのに対し、抗生物質添加区である試
料A－a、B－aでの増加は緩慢であった。
　pHについては、抗生物質非添加区である試料A、Bでは、経時的増加傾向が
見られたが、抗生物質添加区である試料A－a、B－aでは見られなかった。
［擁幹熟成及び非撹搾熟成試験区について］
　擾搾熟成及び非擬搾熟成試験区における有機酸及び生菌数の経時的変化は
Table2．1．3に示した。いずれの試験区においても、有機酸蓄積量の急激な増加傾
向を示したが、上記の抗生物質非添加区である試料A、Bのように、酢酸が最も
10
多く蓄積し、乳酸は徐々に減少した結果とは全く異なり、試料Cグループでは酢
酸よりもむしろ乳酸の方が最も蓄積したことを示した。擁搾熟成区である試料C
の場合、総有機酸量は初期の60mg／100gから熟成後期の321mg／100gに増加した。
その内で乳酸及び酢酸はそれぞれ初期の33mg／100g、8mg／100gから後期には
213mg／100g、92mg／100gに増加した。非撹搾熟成区である試料C－uの場合、総有
機酸量は初期の60mg／100gから熟成後期の290mg／100gに増加した。その内で乳
酸及び酢酸はそれぞれ初期の33mg／100g、8mg／100gから後期の154mg／100g、
100mg／100gに増加した。
　一方、いずれの試験区においても、 生菌数及び有機酸蓄積量は共に増加する傾
向が見られたが、両試験区間に著しい差異が見られなかった（Fig。2－1－3）。
　擬搾熟成区である試料Cから分離された188菌株は、Gram（＋），catalase（＋）の球
菌174株（約93％）及びGram（一）の桿菌14株の2群に群別された（Table2－1－4）。
考察
　生菌数及び有機酸の相関性はFig．2－1－1及びF呈g．2－1－2に示したように、抗生物
質添加区である試料A－a、B－aの有機酸生成、生菌数、官能的なイカ塩辛特有香
気が同時に抑制されたことから、イカ塩辛熟成中の香気生成及び有機酸の蓄積に
は微生物が関与することが明らかとなった。また、製造時期を違えて調製したA、
Bグループの抗生物質非添加区である試料A、B間に有機酸の蓄積量及び生菌数
の差異が見られなかったことから、イカ塩辛中の有機酸蓄積量は製造時期を違え
た試料原料の個体差による可能性（鈴木，1994）について、今回の結果では裏付
けられず、むしろそれ以外の原因によると考えられる。
　pHについては、有機酸が経時的に増加しているため、pHの低下が予想された
が、抗生物質非添加区である試料A、Bでは、微生物作用により有機酸が経時的
　　　　　　　　　　　　　　　11
に蓄積されても、pHは低下せず、逆に上昇することが見られた。その原因は、VBN
及びTMAが大幅に増加するためであると考えられた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら分離薗株の群別結果については、G㎜（＋），catalase（＋）の球菌が最も多く検出さ
れ、これまでのイカ塩辛（19421長尾ら，1949；銭谷，19551森ら，19791西村ら，
1991；山崎ら，1992；高井ら，199211993；藤井ら，1994）とその他の発酵食肉製品
や発酵魚及び大豆もろ味などの発酵食品（Ro（h｛guezε∫尻，19941CoPPolaθ’認，
19971Tanasupawatε∫尻，1991119921Toma萌oθ∫鳳，1996）の研究結果と一致した。
　一方、イカ塩辛の熟成に及ぼす影響を調べた結果（Fig．2－1－3）では、両試験区
間に有機酸蓄積量の著しい差異が見られなかったことから、イカ塩辛熟成中の撹
搾操作が熟成中の有機酸蓄積量に及ぼす影響は小さいものと推察される。
　以上のことより、イカ塩辛熟成中における特有の呈味及び香気の一因と考えら
れる有機酸の蓄積には微生物作用が関与することが明らかとなったが、各試料間
の有機酸蓄積量は試料によって差異が見られ、その原因には原料個体差や熟成条
件以外の原因が考えられる。従って、これらの差異を明らかにするため、細菌フ
ローラの変遷及び有機酸蓄積量の変化を比較し、両者の相関性を検討することに
した。
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第2節　イカ塩辛由来〃砂080cωごe肥の分類法
　第1節により、イカ塩辛中の優勢菌群として検出されたGram（＋），catalase（＋〉cocci
の分類法は数多く報告されており、その有効な手法としてはDNAbasecomposition
　（GC含量）、cell　waII及び飴tty　acid組成、menaquinone型などが挙げられている
が、一般的な研究室では目常的に用いるのは難しいため、いくつかの簡便法が利
用されている（Kocurε1鳳，1991）。現在、目本ではイカ塩辛などの水産発酵食品
由来のこれら菌群の分類には、91ucose発酵性（Baird－Park肌1966119741197gl
Schlei肱1986）を指標とすることが簡便法として広く用いられている（森ら，1979；
西村ら，19911山崎ら，19921高井ら，1992119931藤井ら，1994）のに対し、欧米で
はこれら菌群の分類には、fUrazolidoneに対する感受性（Rheinbaben　and　Hadlok，
1981）が重要な分類指標として重視されている（Venugopalα畝，19941RodHguezθ∫
砿，19941Coppolaε1α1．，1997）。しかし、これらの簡便分類法による結果は、必ず
しも一致しないことが指摘されている（驚nugopa1α砿，19941Kocurε緬1．．19911
Baker，19841Fischer　and　Schleif磯19801Digranes　and　Oeding，19751Lachicaααム，1971
a，b）。例えば、各細菌の分類によく用いられているBergey’s　Manual　ofSystematic
Bacteriology（Schlei飢1986）では、glucose発酵性にっいて、蔽㎞ooooo麗sはすべ
て（一）で、S‘の妙looooo麗はすべて（＋）と明瞭に区別できると述べているの
に対して、TheProkaryotes（Kocuretal．，1991〉では、S’叩妙100000鰐の大部分は（＋）
であるが、その内の一部は（±，一）の区々な性状を示しており、また、磁励0ω06πS
も同じ傾向であると反論している（Table2－2－1）。
　そこで本節では、第1節のイカ塩辛試料から多数分離したGram（＋），catalase（＋）
の球菌をより正確に分類するため、蔽ゆocoo6μ5typestrains8株及びS‘岬勿1000‘6μs
type　strains26株並びにGram（＋），catalase（＋）の全球菌分離株より無作為に選んだ55
株について、TheProkaryotes（Kocuretal，，1991）が推奨しているFPagar（Rheinbaben
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andHadlok，1981）及びSelectivemedlumcontainingthiocyanateplusazide（Schle漁r
and　Kram瓢1980）、並びに従来法のglucose発酵性の有無を確認するanaerobic
驚men励onofglucose（BairゆP独e坦979）を用いて分類し、更にGC含量を確認
した上、これらの分離菌株の分類を再検討した。
実験方法
［供試菌株］
　S‘幽妙106060㍑stypestrains26株（Sα膨πsArCC12600、＆c4ρi∫’εArCC27840、
Sl　oohnπATCC29974、　S，〔ψ∫4θ7溺∫読s　ATCC14990、　S，hαθη20リノがα」s組CC29970、　Sl
ho痂nis　ATCC27844、S勿i6鰐ArCC11249、S　oh酒o溺og召nθs　NCTC10530、S
sの卸ρρ厘ソ’iα4s　ATCC15305、S　sci㍑7∫1∬CC29062、Sl5’〃2π1αns　ATCC27848、8wα7nε～’
ArCC27836、S茂ylos財sATCC29971、S‘卿rαεCCM3573、Slα祝7蜘1αγ∫sATCC33753、
＆gαll∫nα耀規CCM3572、Sl　co7nos麗s　DSM20501、S，o鯉o麺6μs　ArCC13548、S
θgμ07脚DSM20674、S，んloosiiDSM20676、51α71θ∫惚DSM20672、S　schle碑riArCC
43808、S漉乙ρhiniDSM20771、S　in’ε枷ε4i双sATCC29663、S伽gぬnθηsis　ATCC43809、
S　lθn1μs　ATCC29070）、雌ゆocoooμs　type　strains8株（M　hα10伽s　AfCC21727、M
肋s∫inαeArCC27570、M1μ蜘sArCC15307、Mケ1αθArCC27566、M
nishino〃2リノoθnsisハJCC29093、　M〆osez4s　ATCC186、　虹sε4eη1α7iμs　ATCC14392、　虹
vα7iαns　ArCC15306）及び第1節で試料A、B、Cより分離、群別されたGram（＋），
catalase（＋）の球菌530株から無作為に選んだ55株（全球菌分離株の約1／10）を用
いた。各菌株はTryptlcase　Soy　Broth（TSB）（BBL）に30。Cで24時間の前培養を
行い、各種試験に供した。
［glucose発酵性（Oxidation－Fermentationofglucose，0／Ftest）］
　Baird－Parkerの方法（1979）に準拠し、半流動高層培地（D漉otryptone，10glD泌0
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　　　もyeast　extract，1g；glucose，10gl　bromocresol　purple，0．04gl　D機o　agar，2gl蒸留水，
1，000mll　pH7．2，6×1／2inの試験管に10mlずつ分注後、オートクレーブ115。Cで20
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む分滅菌後、急冷）に供試菌株の前培養液を2本ずっ穿刺し、その内の1本にっい
て流動パラフィンをレ2in程度培地上に重層して嫌気的条件とした。すべての接
種した培地にっいて37。Cで5目問培養後、酸生成の有無を色調変化により観察
して判定した。
［fヒraZQlidoneに対する感受性（FP　ag＆r）］
　RheinbabenandHadlokの方法（1981）に準拠し、FPagar（peptone，10glyeast，5gl
NaC1，5g；glucose，1g；ag鉱12gl蒸留水，1，000mllpH7．0，オートクレーブ121。Cで15
分滅菌、48。Cの恒温水槽で保温後、100ml　O．02％血razolidone　acetone　solutionと混
合し、再び48。Cの恒温水槽で3－5分保温して平板にした）に供試菌株の前培養
液を画線し、37◎Cで2日問培養後、発育の有無を観察して判定した。
［pαassiumthiocyanate及びsodiumazideに対する抵抗性（SKagar〉］
　Schlei蝕andKramerの方法（1980）に準拠し、SKagar（OxoidtryptoneorMerck
casein　peptone，10gl　Difbo　beefextract，5gl　Oxoid　yeast　extract，3g；glycerol，10gl　sodium
pyruvate，10g；glycine，0．5g；KSCN，225g∋NaH2PO4・H20，0．693Na2HPO4・2H20，0。9g∋
LiCI，2gl　OxoidNo．1agar，13gl蒸留水，1，000mllpH7．2，オートクレーブ121。Cで15
分滅菌、45。Cの恒温水槽で保温後、濾過滅菌した10m10．45％sodium　azide［NaN3コ
solutionと混合して平板にした）に供試菌株の前培養液を画線し、37。Cで2目間
培養後、発育の有無を観察して判定した。
［DNAの調製］
　Sambrookα認の方法（1989）に従い、染色体DNAを抽出した。Trypticase　SoyAgar
（TSA）（BBL）に濃厚塗抹し37。Cで24時間培養した菌体を生理食塩水（0．35％）
に懸濁し、一80。CのBio　Freezer（Nihon　Freezer）で30分以上保冷後、遠心分離に
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て集菌した。その後、菌体をachromopeptidase（アクロモペプチダーゼ，終濃度
lmg／m1，TBL－1）入りのTEbuf断（Tris－EDTA，pH8．0）に懸濁し、37。Cで1時間反
応させ細胞壁分解処理を行った後、更にlysozyme（リゾチーム，終濃度10mg／ml）
のTEbuf財を加え37。Cで1時問反応させた。反応終了後、10％SDS（sodiumdodecyl
sulfateorsodiumlaurylsulfate，pH7．2）及び20mg／mIProteinaseKを加え、37。Cで1
時問反応させ溶菌した。次に、5MNaClを加えた溶菌液をphenol／chlorofbm／1so－amyl
alcohol（フェノール／クロロホルム／イソアミルアルコール）にて除タンパク後、
2－propano1（イソプロパノール）沈殿によりDN『Aを回収した。その後、Satomiε∫滅
（1997）の変法に準じて、回収されたDNAを再びTE　buf断に溶解し、RNase　A
によりRNAを除去し、phenol／chlorofbmViso－amyl　alcoho1にて除タンパク後、3M
酢酸ナトリウム（pH6．0）を加えエタノール沈殿によりDNAを回収するまで2回
繰り返して精製した。
［GC含量の測定］
　Kaneko　e1α1．の方法（1986）に従い、DNAを個々の構成成分に加水分解し、そ
れぞれをHPLCで分離して定量した。DNAの濃度は260nmにおける吸光度で7－
10であるように調製したものを供試試料とした。10μ1の供試試料及びDNA標準
溶液（GC　analysis　standard，ヤマサ醤油）をエッペンチューブに沸騰水浴中で10
分保って熱変性させた後、急冷した。その後、NucleaseP1（ヌクレアーゼP1，Net．
400units，ヤマサ醤油）溶液10μ1を加えて50。Cで1時間反応させた後、更に10μ1
のphosphatase　alkaline（アルカリフォスファターゼ，1，000units，Sigm＆）溶液を加
え、37。Cで1時間保ったものをHPLC注入用試験溶液とした。Nuclease　P1（ヌ
クレアーゼP1）溶液は5μ1のNuclease　P1を100μ1の40mM酢酸ナトリウム＋
2mMZnSO4（pH5．3）に混合したものを用いた。phosphatase　alkaline溶液は5μ1の
phosphatasealkalineを100μ1の0．1M秘s－HC1（pH8．1）に混合したものを用いた。
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　島津製作所のHPLC　System　Instruction　Manual（Liquid　C㎞omatograph　LC－9A，
ChromatopakC－R3A，ColumeOvenCTO－6AS）に基づき、分析、定量を行った。緩
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　う衝液は0．2M　NH4H2PO4水溶液（pH無調製、約4．5）を用いた。NH4H2PO4（燐酸
一アンモニウム）溶液は10倍濃度で調製、濾過しておき、使用の際希釈して用
いた。またnucleoxide（ヌクレオシド）の溶出時間を早めるため、0．2MNH4H2PO4
水溶液に対し、acetonitrile（アセトニトリル）を1／40－1／20程度加えた。分離カラ
ムは逆相分配のCosmosil　C18EconoPak　Co1㎜n（4．6mm　I．D．×150mm　L．，
Nacalaitesque）を使用し、移動相の送液速度を1．Omyminに設定した。検出器はUV
（UV－8010，東レー）で、波長260－270nm、標準としてAUFSO．04に設定した。column
ovenの温度は400Cに設定した。
結果
［野pestrainsの分類法についてコ
　Type　strainsの分類結果はTable2－2－2に示した。0／Ftestによるglucose発酵性に
おいてはすべての翅㎞ococc㍑s　type　s重rainsが（一）の性状を示していたが、
S∫卿勿100060〃s　type　strainsはKocurε1漉（1991）の報告したように（＋，一）或
いは（±）である区々な性状を示したため、S　s卿脚妙1加s、£η10sμs、S6“ρi傭、
Sc・hnii、8ho醒in’s、且ch7・醒098ne3、Sscご躍、S僻ic御1副s、＆cα脚5μs、＆cαseo加cμs
Sε9μ・7襯、侃1・・si’、Sα71ε加ε、Ss・h1ψ7i、Sin1ε朋ぬs、S1伽sが0／Fte忌；
では餓o潟ooooo㍑3として分類された。また、翅07000ccμs　type　strainsでは、FP　agar
においてはすべてのstrainsは発育（＋）で、SK　agarにおいては、M々∫s‘∫nαeが
（＋）であった他はすぺてのstrainsが発育（一）の性状を示したのに対し、
S∫4ρ妙100000μs　type　strainsでは、逆にFP　agarにおいてはすべてのstrainsは発育
（一）で、SKagarにおいてはS　cαsθoヶ∫icμsの（±）を除きすべてのstrainsは発
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育（＋）の性状を示した。
［Gram（＋），catalase（＋）の球菌分離株の分類について］
　全球菌分離株より無作為に選んだGram（＋），catalase（＋）の球菌55株について0／F
testを用いて分類した結果では、45株が盈c700000〃sで、外の10株はS！4ρ妙10coccα5
であったのに対し、FPagar及びSKagarにおいては、14株が〃1㎞ocoocμs、残り
の41株はS∫gp妙10coocμsで、両培地とも一致した結果を示した。また、FP　agar
及びSK　agarによる分類結果では、GC含量による結果と100％一致したのに対し
て、0／F　testによる分類結果では僅か24％（10株／41株）と正確性に欠けた（Fig．
2－2－1）。即ち、GC含量測定上でS∫叩妙looooo麗として分類された41株の内、0／Ftest
では31株が翅ヒハooooc雄として分類された。
考察
　今まで従来法の0／F　testでは、0型（酸化型）のものを盈06卸oooooμsとしてお
り、F型（発酵型〉のものをS∫¢ρhッloωco雛としているが、実際のセypestrainsで
は、むしろ中問型の反応が多く見られるため、誤って判定する可能性が大きいと
考えられた。それにっいては、S‘卿伽10cooo雄属内種間におけるglucoseからの有
機酸生成能の差異の外、今までS’gρ勿10cooo㍑s属は通性嫌気性菌とされていたが、
実際には、その内の一部は嫌気的に発育できず偏性好気性菌であることも原因と
考えられる（Kloosθ∫認，19911ed．Holtθ1尻，19941BarrowsandFe霊tham，19931Kloos
and　Schlei驚r，1986）。また、発酵食肉製品や発酵魚及び大豆もろ味などの発酵食品
からは、glucose発酵性では〃1㎞oco6c祝sとして分類された＆ε卯07脚，Sえloo8fご，S
3卿〆卿々y∫ioμs，S　cohnii，86α7nosμsなどがよく分離された（Rodhguezα鳳，1994；
Coppola　e∫砿19971Tanasupawat　et　aL，199111992！のに対し、イカ塩辛からは、
glucose発酵性（＋）である＆肥7nθ7i，＆卿’漉7〃2i4is，＆妙’‘硲，εo叩rαε，＆η10s㍑s
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（西村ら，1991；山崎ら，1992；高井ら，199211993）しか分離されないことについて
は、イカ塩辛と他の発酵食品との根本的違いなのか、或いは異なった分類法によ
る結果の違いなのか疑問に残る。
　一方、FP　agar及びSK　agarにおいてはM妙競’nαε及びS．cαsθoか”oμsを除きす
べてのtype　strainsは逆な発育性状を示したため、枷㎞ooocoμs及びS！卿々ylooooc〃s
の分類は、FP　agar及びSK　agar上での発育有無の性状から比較的判断しやすいこ
とが示唆された（Table2－2－3）。
　全球菌分離株より無作為に選んだ同じ55株の分離菌株について、FP　agar及び
SK　agarによる分類結果では、GC含量による結果と100％一致するのに対して、
0／F　testによる分類結果では僅か24％と正確性に欠けることより、イカ塩辛由来
Mlゆooocc〃s及びS∫卯妙loooooμsの分類には、0／F　testではglucose発酵性のない
或いは弱いS∫ゆ々ylocooo㍑s　spp．は盈㎞ococc〃sとして誤って判定されやすいため、
0／F　testでは細菌フローラや優勢菌群の正確な役割を把握しがたいことが示され
た。分類結果の正確性という点では0／F　testよりも、むしろFP　agar及びSK　agar
の方が高いことが示唆された。
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Tab星e2－2－1．　Dif驚rential　properties　ofthe　genus　Mi6〆060ごcμ5and　S1砧ワ々アloごocc〃s＊i
Characteristics　ofanaerobic驚rmentation　of　lucose・切c70cooc〃s　Sゆ妙10coc6μs
acc¢fd圭ngt・Schlei驚r（1986）
in：”Bergey’s　Manual　ofSystematic　Bacteriobgジ，Vol．2．
according　to　Kocurαα1．（199星）
in：貿The　ProkaUotes響璽，2nd．
▲
一（±，＋）
十
＋（士，一）
Symbols：十，90％or　more　strains　positivel±，90％or　more　strains　weak－positivel一，90％or　more
　　　　　　strains　negative；（），a　character倉cquency　of　less　t紅an30％．
率2M．艀is！inα召pr・ducesacid丘・mgluc・se㎝aer・bically．
Table2－2－2・　Dif驚rential　character1stics　ofthe　type　strains　of〃『07060ccμs＆S匁ρ勿ノ100006〃5
・n血eFPag訂，SKag訂，㎝dO伊test・fgluc・se零’
Species＆strain　nun霞berFP　agar SK　agar 0／F　test
Sα〃7θμs　　　　　　ATCC12600
＆o卯’∫is　　　　　　ATCC27840
＆oohn〃　　　　　　　　ATCC29974
＆ゆi42rη2敏s　　　ATCC14990
8hαθ耀oヶioμs　　ATCC29970
＆ho醒inis　　　　　ATCC27844
8妙’oμs　　　　　　ATCC11249
＆oh70溺ogenεs　　　NCTC10530
S　sgρ辺ρ勿ノ1i6μs　　ATCC15305
8soiμ7i　　　　　　ATCC29062
＆s加躍αns　　　　　ATCC27848
8wo7nαi　　　　　ATCC27836
S茂ソos㍑s　　　　　　ATCC2997玉
S　oψ耀θ　　　　CCM3573
＆α麗7∫ω1αγ∫s　　　　ATCC33753
＆gαll吻耀1n　　　CCM3572
＆oα7ηosμs　　　　DSM20501
＆oαsθoイy∫i6μs　　　ATCC13548
＆e卯o耀規　　　　DSM20674
＆んloosii　　　　DSM20676
＆α71θ加θ　　　　DSM20672
＆sohlθ塘7’　　　　ATCC43808
＆4ゆh∫n∫　　　　DSM20771
＆in∫θ7用θ4i〃s　　　ATCC29663
＆1㍑gぬn8nsis　　　ATCC43809
＆leη伽5　　　　　　ATCC29070
虹hα10わ∫μs＊2　　　ATCC21727
虹。毎islinoε　　　　　　ATCC27570
曜1躍ε麗　　　　　　ATCC15307
砿ヶ1召e　　　　　　ATCC27566
砿．n∫sh’no畷yαεn5∫s　ATCC29093
砿70sθ㍑s　　　　　ATCC186
砿3ε漉n砂7珈5　　　ATCC14392
畝．vαr∫αns　　　　　ATCC15306
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
（土）
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
（±）
十
十
（土）
十
（＋）
十
十
Symbols：ナ，positivel一，negativel±，weak－positlvel（），delayed　reaction．
噸2
1n　media　supplemented　with5％N＆C1．
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Table 2-2-3. Biochemical characteristics useful for differentiation ofMicrococcus & 
l Staphyl ococcus 
Genus and species FPa ar SK a ar 
Staphylococcus spp. 
S. caseolyticus 
Micrococcus spp. 
M hristinae 
+ 
+ 
+ 
(~) 
+ 
*lSymbols: + , positive; negatrve ~ weak positive; ( ), delayed reaction. 
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第3節　イカ塩辛熟成中の細菌フローラの変遷
　塩辛の細菌フローラはこれまで、長尾ら（1949）、銭谷（1955）、森ら（1979）、
西村ら（1991）、山崎ら（1992）、高井ら（199211993）、藤井ら（1994）などによ
って調べられている。その内、長尾らは用塩量20％のイカ塩辛から1－10％食塩を
含む肉汁寒天培地を用いて、Boci〃μS，〃2㎞0000CμS及び加0∫0加oill“Sを分離し、
これらのうち桿菌は熟成初期（5－8日目）に、枷ゆoooooμsは主に8日目以後に存
在することを報告している。銭谷は各種塩辛より10％食塩加肉汁寒天培地を用い
て並㎞ooooo祝s，励7io，Bα6i〃μs，Zoh70“2のα6∫θ7及びπのoわα6∫ε7加〃2を分離してお
り、これらのうち最も普遍的に存在し熟成に関与する細菌として、緬070ωCCμS
を挙げている。森らは用塩量の異なるイカ塩辛の熟成中のフローラ変化を食塩3％
添加培地を用いて調べた結果では、S1卿妙looooo㍑sH亜群が全期問を通じて優勢で
あり、S∫卿勿10cocoμ31亜群は検出されないことを認めている。最近、西村ら（1991）、
山崎ら（1992）、高井ら（199211993）、藤井ら（1994）は用塩量10％のイカ塩辛
の菌相に影響を及ぼす諸原因について調べた結果では、Sゆ勿ノlo606c粥及び
盈ゆooooc㍑sが優勢菌群となったことを確認している。また、第1節の分離菌株
の分類結果も同じ傾向であった。これらの結果は、研究者の用いた実験条件が異
なったり、或いは時代の推移に伴って準拠した分類体系が同じでないため、統一
的な分類結果が得られていないが、発酵ハム（Rodhguezε∫α1．，1994）、発酵ソー
セージ（CoPPolaα紘，1997）、発酵魚及び大豆もろ味（Tanasupawatα尻，19911
1992）及び羊乳ハードチーズ（Toma萌oε∫必，1996）のような発酵食品と同様に、
S‘卿妙1000coμs及び雌c70coooμsのGram（＋），catalase（＋）cocciが多く存在する点に
っいては共通している。
　一方、第1節によりイカ塩辛熟成中における特有の呈味及び香気の一因と考え
られる有機酸の蓄積には微生物作用が関与することが明らかとなったが、各試料
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間に有機酸蓄積量の差異が見られる原因についてはまだ明らかにされていない。
そこで本節では、イカ塩辛熟成中の有機酸蓄積量の変化を明らかにするため、第
2節で検討されたFPagar、SKagar及び従来法の0／Ftestを用いてイカ塩辛の細菌
フローラを同定し、熟成中における有機酸蓄積量の変化及び細菌フローラの変遷
の明確な相関性を検討しようとした。
実験方法
［供試菌株］
　第1節で分離、群別されたGram（＋），catalase（＋）の球菌530株を用いた。各菌株
はTSBに30。Cで24時間の前培養を行い、各種試験に供した。
［属レベルの同定試験］
　各種性状試験（第2節に用いたFP　agar－sensitivityto20μ帥nl　fbrazolidone、SKagar
－resistance　to225％potassium　thiocyanate　plus45mg／ml　sodium　azide、0／F　test－
anaerobic　fbmlentation　of1％glucoseに準じて）を行い、それぞれRheinbaben　and
Hadlok（1981）、Schlei飴randKramer（1980）、Baird－Parker（1979）の方法及びTable
2－2－3の性状表に準拠して同定を行った。
結果
　試料A、B、Cから分離した球菌を属レベルまで同定した結果は、Table2－3－1、
Fig．2－3－1、Fig．2－3－1、Fig．2－3－3に示した。FP　agar及びSK　agarによる分類結果
は一致しており、試料Aでは、10％NaClBPG平板培地による分離菌株（以下10％
NaCl由来株）においては79株がS∫卿々ylocoσc麗に、5株が磁c70cocc初sに該当し、
2．5％NaCl　BPG平板培地により分離された菌株（以下2。5％NaC1由来株）におい
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ては66株がS’‘ψ妙100000〃sに、30株が蔽ゆococα’5に該当した。試料Bでは、10％
NaCI由来株においては96株、25％NaC1由来株においては80株のすべてが
S∫gρ妙100000μsに該当した。試料Cでは、10％NaC1由来株においては84株が
31ゆ々yloooocμsに、1株が雌㎞ocoooμsに該当し、2．5％NaCI由来株においては86
株がS’岬妙looocoμsに、3株が〃ro〆oooo6μsに該当した。それに対して、0／F　test
による分類結果では、試料Aからの10％NaCl由来株においては84株のすべて
が搬㎞06000μsに分類され、2．5％NaCl由来株においては13株が5ゆ々ylocoooμs
に、83株が妬ヒ〆ooooo〃sに分類された。試料Bからの10％NaCl由来株において
は9株がS∫4ρ妙10co‘o㍑sに、87株が盈o声060coμsに分類され、2．5％NaC1由来株に
おいては5株がS吻勿10cooo鰐に、75株が枷㎞ooo66μsに分類された。試料Cか
らの10％NaCl由来株においては24株がS∫叩勿ノ10000c〃5に、61株が枷ゆoooo6鰐
に分類され、2．5％NaC1由来株においては22株が3吻妙loooo6㍑sに、67株が
緬㎞oooocπsに分類された。尚、0／Ftestでは、FP　agar及びSKagar上でS∫叩歳yloooco硲
として分類された491株の内、glucose発酵性である僅か73株の分離株しか
3∫卯々ylococc鰐に分類されず、残りの418株の偏性好気性或いはglucose発酵性の
ないS∫ゆ勿loooc6μsは紐ゆ06066πsとして分類された。
　これらの同定結果に基づいた細菌フローラの変遷はFig。2－3－4、Fig．2－3－5、Fig．
2－3－6に示した。全体として、分離培地の違い（2．5％及び10％NaCI　BPG平板培
地）にも関わらず、0／F　testによる分類結果では、屈ヒ潤oooocμsが圧倒的に優占し
たのに対し、FP　agar及びSK　agarによる分類結果では、逆にSゆ々yloooooμsの方
が優占したことが観察された。また、試料Cからは熟成21日目に分類された菌
株はすべてglucose発酵性を有していることが示された。
　試料Aからの10％NaC1由来株においては、FP　agar及びSK　agarによる分類結
果では、仕込直後すべて餓㎞ococc欝が優占したが、7日目にS∫4ρ伽10cocc媚及び
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Gram（一）rodsが95％及び5％を占め、その後はすべてS1卿妙lo606ごμsが優占したの
に対し、0／F　testによる分類結果では、熟成期間を通してすべて枷Ooroooco〃sが優
占した。一方、2．5％NaCl由来株においては、FP　agar及びSK　agarによる分類結
果では、仕込直後盈㎞060ccμs、Gram（一）rods、S1叩々yloco‘o祝sが共に検出され、
それぞれ74％、23％、3％を占めたが、7日目にS’4ρ妙100000μs、Gram（一）rods、
磁℃rococo硲がそれぞれ53％、42％、5％を占め、14日目以後は21目目に盈。c70coccμs
が5％を占めた外、すべてS‘卿hソococc解sが優占したのに対し、0／F　testによる分
類結果では、仕込直後枷㎞ooocoμ3及びGram（一）rodsが76％及び24％を占めたが、
7日目にSゆ々γ10σoo6毎s、Gram（一）rods、盈ゆococ6πsがそれぞれ53％、42％、5％を
占め、14日目以後は〃∫ヒro6006πsが優占し、14目目、21目目、28目目にそれぞ
れ94％、89％、95％を占め、その他はS‘4ρ妙lococoμsであり、それぞれ14日目に
6％、21目目に11％、28日目に5％を占めた。
　試料Bからの10％NaC1由来株においては、FP　agar及びSK　agarによう分類結
果では、仕込直後Sゆ々ylo606cμ5及びGram（一）rodsが89％及び11％を占めたが、7
目目以後はすべてS‘卿hッ10co‘6μ5がの100％を優占したのに対し、0／F　testによる
分類結果では、仕込直後緬㎞ooo66μs、S∫卿妙loooo6雄、Gram（一）rodsがそれぞれ78％、
6％、6％を占めたが、その後の14日目及び28日目に、S∫4ρ妙loooooμsが20％及び
10％を占めた外、すべて勲ヒ声ooocoμsが優占した。一方、2．5％NaCl由来株におい
ては、FP　agar及びSK　agarによる分類結果では、仕込直後すべてGram（一）rodsが
優占したが、7目目以後はすべてS∫ゆ妙loooooμ3が優占したのに対し、0／F　testに
よる分類結果では、仕込直後すべてGram（一）rodsが優占したが、7目目以後は
〃2ゆoooどoμs及びS∫4ρhylooocご祝sが85％及び15％を占め、その後の21日目に
8∫4地y！oooooμsが10％を占めた外、すべて〃～㎞ococc鰐が優占した。
　試料Cからの10％NaCl由来株においては、FP　agar及びSK　agarによる分類結
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果では、仕込直後S’4ρ々ylo60c6μs、Gram（一）rods、ル〃ゆocoooμsがそれぞれ50％、38％、
12％を占めたが、7日目以後はすべてS’岬妙100000μsが優占したのに対し、0／Ftest
による分類結果では、熟成期間を通して、激しい菌相変遷を示した。仕込直後
〃1㎞ooooo〃s、Gram（一）rods、Sゆ妙looooo雄がそれぞれ38％、38％、24％を占めた
が、7目目から14日目にかけて、すべて盈o芦ocooo〃sが優占し、21目目に
S14ρ妙loooocμsが逆転してすべての100％を優占し、28目目にまたすべて
雌㎞oooocπsが優占した。一方、2．5％NaCI由来株においては、FPagar及びSKagar
による分類結果では、仕込直後Gram（一）rods、3∫卯々ylocooo〃s、雌励ocoooμsがそれ
ぞれ50％、35％、15％を占めたが、7目目から21日目にかけて、すべてSゆ妙locoooμs
が優占し、28目目にS’卯妙1060c側sの外、Gram（一）rodsが5％に検出されたのに対
し、0／Ftes重による分類結果では、Gram（一）rods、M㎞oooooμs、S1卯妙100000μsがそ
れぞれ50％、40％、10％を占めたが、7日目から14目目にかけて、すべて盈ヒrococc媚
が優占し、21目目にS‘卯勿lococcμsが逆転してすべて優占し、28日目にがGram（一）
rodsが5％に検出された外、すべて屈c70coccμsが優占した。
考察
　イカ塩辛からのGram（＋），catalase（＋）の球菌分離株530株にっいて、属レベルま
で同定したところ、第2節と同様に実際の0／Ftes亡の結果では、むしろ0型（酸
化型）及びF型（発酵型）の中間型の反応が多く見られるのに対し、FP　agar及
びSKagarによる分類結果は明確であり、両培地とも一致したこと（Hg．2－34、Fig．
2－3－2、Fig．2－3－3）と、第2節の無作為選んだ球菌分離株の分類成績（Fig．2－2－1）
により、これら分離菌株の同定にはFP　agar及びSK　agarに準拠して決行した。
尚、これらの球菌分離株について、従来法の0／F　testにより分類、同定された場
合、実際のS∫岬勿1000ccμ5491株の内、glucose発酵性である僅か73株の分離株
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しかS’岬妙1000cごμsに分類されず、残りの418株の好気性的或いはglucose発酵性
のないS‘4ρ妙lococoμsは麺ゆoco66初sとして分類された（Table2－3－1）。従って、0／F
testに基づいて、イカ塩辛の優勢菌群の種同定を行うと、発酵食肉製品や発酵魚
及び大豆もろ味からよく分離されるSθ卯07π’n，Sん100sii，S34ρz卿妙1ioμs，S　cohnii，
S　cα7nosμsなどの偏性好気性或いはglucose発酵性のない重要菌種が正しく同定
されず、優勢菌群の機能を把握し得なくなったりする可能性が十分に考えられる。
これまで森ら（1979）、西村ら（1991）、山崎ら（1992）、高井ら（199211993）、
藤井ら（1994）によって調べられた比較的最近のイカ塩辛のフローラでは、
S∫卿妙10coooμs及び〃2ゆoooooμsのGram（＋）．catalase（＋）の球菌が多く存在すると報
告されているが、果してこれらの内から偏性好気性或いはglucose発酵性のない
S‘卿勿locoσoμsは0／F　test上で枷ゆoooooμsとして誤って判定される可能性がある
かどうかは疑問である。
　一方、FP　agar及びSK　agarにより分類、同定された結果に基づいて、イカ塩辛
試料熟成中の菌相変遷を調べた結果では、いずれの試料においても初発フローラ
の種類のいかんに関わらず、熟成の初期から後期に渡りS∫4ρ々ylocoooμsが圧倒的
に優占し、属レベルの細菌フローラ及び有機酸蓄積量の変化には相関性が見られ
なかった（Fig．2－3－4、Fig．2－3－5、Fig．2－3－6）。また試料Cから熟成21日目にglucose
発酵性を有しているS’4ρ妙10cooご〃s分離株が多く見られた。以上のことより、各
試料熟成中の有機酸蓄積量の差異は、今までそれぞれ通性嫌気性菌及び偏性好気
性菌とされていたSゆ々yloooccπ5及び盈ゆoooccμ5の属問変遷では説明できない
ことが示唆された。有機酸蓄積量の変化を解明するには、これら優勢菌群の種レ
ベルや有機酸生成能などについて検討すべきであろう。
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第3章　イカ塩辛由来優勢菌種の有機酸生成に関する研究
　第2章の結果より、イカ塩辛特有の香気成分の生成及び熟成中の有機酸の蓄積
には微生物が関与し、熟成期間を通してSゆ，妙106060μsが圧倒的に優占すること
が明らかとなった。しかし、有機酸の蓄積量は試料によって差異が見られる原因
については、属レベルの細菌フローラと有機酸蓄積量の変化の間に相関性が見ら
れなかったことから、各イカ塩辛試料熟成中の有機酸蓄積量の変化を究明するに
はこれらの優勢菌種を更に種レベルまで同定し、各菌種の有機酸生成能及び生成
パターンを検討すべきことが必要と考えられる。
　これまで、種レベルでのイカ塩辛熟成中の菌相変遷及び菌相形成要因について
の報告はいくつがある（西村ら，1991；山崎ら，1992；高井ら，199211993；藤井ら，
1994）が、研究者の準拠した分類体系が同じでないため、これらの研究結果を相
互比較することは困難である。また、これらの報告では、同定された優勢菌種の
熟成中の役割にっいては全く検討されていない。
　一方、近年では、種の同定をより正確に行うため、リボゾーマルRNA遺伝子
の塩基配列やDNA相同性などの遺伝学的性状に基づき、これらの解析情報を統
計的に処理し、系統関係を推定する分子生物学的研究が盛んに行われて来た（Hori
ξmdOsawa，19841Woeseθ1α1，，1985119871Lakeθ1α1．，1988101sen，1994）。このよう
な手法は細菌の分類学の分野でも応用されるに至り、従来の表現形質では分類で
きなかった種や培養困難な細菌群の集団解析などに効果を発揮している（wardα
α1．，19901Moyerαα1．，19951BoMn－Jahnsαα乙，1996）。
　そこで本章では、第2章でFP　agar及びSK　agarにより分類された優勢菌群で
あるS∫の妙1・c・ccμs属細菌について、遺伝学的性状及び生化学性状を検討の上、
43
種レベルの細菌フローラを解析し、イカ塩辛熟成中における優勢菌群の機能を究
めようとした。
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第1節　イカ塩辛由来優勢菌群の種レベル同定
　イカ塩辛熟成中において、種レベルの菌相変遷及びそれに影響を及ぽす菌相形
成要因に触れた比較的最近の研究では、西村ら（1991）は、10％NaCl添加した
赤作りイカ塩辛試料から分離したGram（＋），cata璽ase（＋）の好気性球菌について、
glucoseの糖代謝様式の違いから3∫叩勿10cocoμ3属及び超orocoooμs属に分類し、
更にマンニトール及びcoagulaseの有無によりすべてのSご¢p妙10cocc麗3をS。
翌ρ’4ε7〃2’4’sと同定した。山崎ら（1992）の報告では、イカ肝臓添加量の異なる10％
NaCl添加の赤作りイカ塩辛にっいて菌相変遷を調べ、熟成初期の優勢菌種はす
べて51w曜nεガであったが、その後、肝臓無添加区では、熟成中期から後期にか
けて雌ヒハococc祝s属が優占し、肝臓1％添加区では、熟成中期にS、wα7ne7’、S，
oh701nogεnεs、S、々yioμs、S．ゆ∫4ε7〃2励5が同時に検出され、熟成後期には肝臓無添
加区と同じに緬ゆoooocμs属が優勢となった。それに対して、肝臓3％添加区では、
熟成中期に8wα7nθ〆∫が続けて優占したが、熟成後期にはすべて＆弓ρi惚肋i漉sに
変化したと述べている。その外にも高井ら（1992）は、10％NaCl添加した赤作
り及び黒作りのイカ塩辛試料にっいて菌相の特性を調べ、熟成初期の優勢菌種は
すべてSl　w躍nεriであったが、その後、赤作りの場合、熟成中期及び後期にそれ
ぞれ＆η10sμs及びS聞ρi漉7〃2励sが優勢となったのに対し、黒作りの場合、熟成
中期にS　wαrne7iが優勢となったが、熟成後期には効㎞06060μs属に変化した。ま
た、全熟成期間を通して、いずれの試料においても＆脚7n顔が検出された。し
かし、これら報告における種レベルの同定及び菌相変遷の検討はすべてglucose
の発酵性（Baird－Parker，1966119741Schlei厩1986）に基づいているため、その結
果の正当性は疑われる。
　そこで本節では、従来法の0／F　testではMl蛉06000㍑sに分類されるが、GC含量
やFP　agar及1びSK　agarではS’¢ρ妙10000c麗sど確認された球菌分離株の代表株にっ
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いて、16S　rRNA遺伝子の塩基配列及び生化学性状を検討の上、優勢菌群である
5ゆ妙10ご000雄を種レベルまで同定し、各イカ塩辛試料の菌相変遷を再検討した。
実験方法
［供試菌株］
　生化学性状試験には、第2章第3節でFPagar及びSK磐arによりS‘卿々ylococcμs
として分類された491株の分離菌株の内、各イカ塩辛試料の生菌数測定用10％
NaClBPG平板培地から分離された合計259株（試料Aより79株、試料Bより96
株、試料Aより84株）を用いた。16S　rRNA遺伝子の塩基配列の解析には、これ
らの内0／F　testでは搬ゆoσooo麗sに分類されるが、GC含量ではS’4ρ妙10coc6卸sと
確認された試料B由来分離菌株のstrain　B－7D－1を用いた。各菌株はTSBに30◎C
で24時間の前培養を行い、各種試験に供した。
［DNAの調製］
　第2章第2節の［DNAの調製］に準じて行った。
［16S　rRNA遺伝子塩基配列の解析］
　16SrDNAの増幅、精製及び蛍光シーケンシングには、MicroSeq四16Skit（Applied
Biosystems）により行い、塩基配列の決定には、蛍光ラベルされた16S　rDNA断
片の塩基配列を全自動シーケンサーABI　PRISMTM310Genetic　Analyzer（Applied
Biosystems）にて読み取り後、AutoAssemblerTM　Assembly　S面ware（Applled
Biosystems）を用いて編集し、約1，500bpの塩基配列を決定した。
　尚、決定された塩基配列は、Genetyx－MAC9．0のBlastComputerProgramにより
DNA　Data　Bank　ofJapan（DDBJ）データーベース中の登録配列と比較し、近縁の
菌種を検索した。塩基配列の相同性（homology）及び整列（alignment）は、それ
ぞれGenetyx』MAC9．0のSearch　Homology及びMulti　Sequences　Computer　Program
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により算出した。検索された菌種及び配列の登録番号（accessionnumber）はTable
3。1－1に示した。
［種レベルの同定試験］
　各種生化学性状試験（acid　aerobically倉oml　D－mannose，D－trehalose，α一lactose，
sucrose，ma互tose，D－mamitol，β一D－fヤuctose，salicin，ra伍nose，D－xylose，D－ribose，D－
tu㎜ose，L－a』rabinose，D－cellobiose，glycerol，hemolysis，alkaline　phosphatase，urease，
argininedihydrolase，acetoinpro（luction，nitratereduction，β一glucosida6e，β一
glucuronidedase，β一galactosidase，novobiocin　MIC≧L6μg／ml，deoxyhbonuclease，
coagulase，egg－yolkre＆ction，anaerobicgrowth，NaCl％growth）を行い、TheProkaryotes，
2nded．（Kloosθ’尻，1991）及びBergeゾsManualofDeterminativeBacteriolo駆9thed．
（ed。byHolte’α1．，1994）に準拠して同定を行った（Table3．1－1）。
結果
　strain　B－7D－1に対するSゆ勿looo60鰐及び〃’㎞ooo6c㍑s　speciesの16S　rRNA遺伝
子塩基配列の相同性はTable3－1－2に示した。約1．500bpの塩基配列を比較した結
果、strain　B－7D－1はすべてのS∫卯砂Jococ6瑠speciesと94％以上の相同性を示した
のに対し、並㎞ococoμsspeciesとの相同性は80％以下と低いものであった。
　イカ塩辛試料由来Sゆ妙1060coπsの生化学性状（Table3－1。1）による同定結果
は％ble3－1－3に示した。試料Aでは、69株が＆拶losπ5に、6株が8soiμ■iに、2
株が85卿7ρρ々y∫io鰐に、2株がSε卯o耀〃2に同定された。試料Bでは、47株がS
s卯酒卯妙∫蜘sに、34株がSη10sμsに、15株が＆εgμo耀〃2に同定された。試料C
では、56株がS、ε卯o耀〃2に、15株がS」〃α7ηε71に、9株がSηlosμsに、4株がSl
hα翻oヶ∫∫oμsに同定された。尚、すべての供試菌株はegg－yolkreaction（一），coagulase（一）
であり、10％NaC1以上の耐塩性を示した。
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　これらの同定結果に基づいた細菌相の変遷はFig．3－1－1に示し、試料により優
勢菌種及び菌相変遷が異なることが観察された。試料Aでは、熟成の進みに伴っ
て菌相変遷が見られ、仕込直後すべて勲ゆ06066μSが優占したが、その後は
枷ゆococc雄が検出されなくなったと共にS茂ylo3μsが優勢となった。熟成7日目
にSρlosμs、S　soiμ7i、S　s卿rρρ妙’i6〃s、Gram（一）rodsがそれぞれ55％、25％、10％、
5％、5％を、14目目にS拶10sμs、S3c’μ7’、S　s卿〆gρ々y∫i6卸s、＆ε卯o耀〃2がそれぞ
れ90％、5％、5％を占めたが、21日目以後はすべてS砂10sμsが優占し、熟成期
間を通して、全分離菌株の81％を占めた。
　試料Bでは、熟成期間中に緩やかな菌相変遷を示し、仕込直後S　s叩ハgρ々γ∫io麗s
が最も多く優占したが、その後はS　S4ρ7gρ妙∫加S及びs塀OSμSが共に優占した。
尚、S　egμo耀〃2は熟成7目目から検出された。初発時にはS34穿砂勿！icμs及び
Gram（一）rodsが89％及び11％を占めたが、その後、熟成の進みに伴ってS
s4輝ρρ」妙110μs、Sη103麗s、Sθ卯o遡1nがそれぞれ7日目に20％、75％、5％を、14
日目に40％、45％、15％を、21目目に50％、15％、35％を、28日目1こ45％、35％、
20％を占めた。
　試料Cでは、試料A、Bに比べ、比較的に変化の激しい菌相変遷を示した。仕
込直後＆θ卯07〃〃¢、S　wα7nε7∫、Sη10sπs、〃2㎞ooooo㍑s、Gram（一）rodsが共に検出
され、その後、14日目までは＆εg〃o耀〃2が圧倒的に優占したが、21目目にglucose
発酵性である＆脚7nε7i及びS　hαε〃20ヶ∫加3が優勢となり、28日目に再び＆ε卯o耀灘
が優勢となった。初発時にはS　e卿o耀醒、S　wα7nθ7i、＆ηlosμs、雌ゆ06000μ5、Gram（一）
rodsがそれぞれ25％、13％、B％、B％、36％を、7日目に＆θg〃o耀耀及びS拶10sμs
が85％及び15％を、14日目に8ε卯07μ〃2及び＆ηlosμsが95％及び5％を占めた
　　　　　　　　　　　　　　　　　、
が、21目目にS留πo耀〃2の変わりにSwα7nθ7i、Shαε〃20か’ioμs、S茂ylosπsがそれ
ぞれ60％、20％、20％を占め、28日目にS拶losμs及びS　wα7neγ∫が90％及び10％
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を占めた。
考察
　本章の実験では、従来の0／Ftestによる判定では翅ヒ〆ococo雄に分類されるが、
GC含量やFPagar及びSKagarではS’qρ紗1000co震sと確認されたstrainB－7D－1（第
2章第2節）』ついて、16S　rRNA遺伝子の塩基配列を解析し、DDBJに登録され
たSゆ砂lococcμ5及び〃1ゆoooocπsspeciesの16S　rRNA遺伝子塩基配列と約1，500bp
を比較した結果では、本菌株はSη10SμSとの相同性99．59％が一番高く、また生
化学性状試験の結果からも且頑03硲と同定された。これまで、微生物の系統学
的研究においては、イリノイ大学のWoeseα鳳（1987）が16S　rRNA遺伝子の塩
基配列を用いて微生物界の系統樹を作成し、従来の表現形質に基づく分類法では
解決し得なかった微生物種間の類縁関係が明確に表現され、分子生物学的手法の
有効性を示したが、今回の実験では、strain　B－7D－1に対するS∫卿伽looo60μs及び
M∫oroooo6硲speciesの16SrRNA遺伝子塩基配列の相同性をランキングする場合、
S＠妙Jooooo〃s　groupでは99．59－94．26％、蔽㎞ococo鰐groupでは79．06－77．46％と明
らかに分けられ、同じSゆ勿10cocc硲同士では、相同性が近すぎるため、その順
番からは極めて区別しにくいことを示している（Table3－1－1）。従って、本菌株に
対して相同性が一番高いS拶10sμs及び次のS5㍑oo’n〃5の間には僅か0．62％の差異
しか出ておらず、1，500bpの塩基配列を比較した場合、僅か10bpの違いしか示さ
れなかった（Fig．3－1－2）。その外にも、S60hn∫i及びS　s卿脚妙’i6μsの16S　rRNA
遺伝子塩基配列の相同性が一致したことが判明した（Fig．3－1－3）。
　このようなことから、S∫叩妙106060μsの16S　rRNA遺伝子塩基配列の相同性は、
すべての35speciesが94％以上に集中するため、種問の差異は1，500の問に殆ど
数bpしか違わないことが明らかとなった。尚、16S　rRNA遺伝子の塩基配列の相
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同性を求める際には、塩基配列中の破損などが起きたり、或いは今までDDBJに
登録されたstrainsや塩基配列の解析技術及び設備、sof帥areなどの背景が異なっ
たりし得るため、これら属内種間の類縁関係による種レベルの同定には、リスク
を冒す可能性が考えられる。16S　rRNA遺伝子塩基配列の解析はS’4ρ々ylocoocμ5及
び雌C彩000COμSのような属問分類には適切であるが、菌種の分類的検討や系統解
析には、もっと信頼性が高い分子生物学的手法のDNA－DNA　hyb貞dizationを行う
べきことが示唆され、また多数の菌株を同定する場合、むしろ生化学性状の方が
適当であると思われる（Kloosε’α1．，1991〉。
　そこで、S∫卯妙loooocμs分離菌株の生化学性状をTheProkaryotes，2ndedKloosε∫
σ1．，1991）及びBergey’sManualofDetemlinativeBactedologヱ9thed．（ed。byHo1重ε！砿，
1994）に準拠して同定を行った結果、優勢菌種及び属内種間の菌相変遷はイカ塩
辛試料により異なることが明らかとなった。試料Cの21目目を除き、従来の報
告（西村ら，19911山崎ら，1992；高井ら，199211993）のように複雑な菌相変遷を
示す傾向が見られず、優勢菌種として、試料Aでは熟成7目目からS型10s忽s、
試料Bでは熟成7目目からS　s4ρ7gρ々y∫io㍑s及びS茂ylo5πs、試料Cでは熟成7日
目力、らs、eg〃07μ溺となった（Fig．3－1－1）。
　今回の結果と従来の報告との大きな違いは、glucose発酵性であるS　wα7n爾及
びS　hαe〃20ヶ∫io㍑sの外に、偏性好気性菌しかもglucose発酵性を有していないS
ε卯07襯、及びglucose発酵性の弱いS　saprophytlcusまたはS．ηlo5μsが多く検出
された点である（Table3－1－2）。それについて、従来報告の分類、同定方法では根
本的にglucoseの発酵性に基づいたため、たとえこれら菌種が分離されたとして
も、Table2－2－2のように〃1㎞oσ066〃sとして誤って判定された可能性が考えられ
　　　　　　　　　　　　　　　　、
る。これらの報告（山崎ら，1992；高井ら，199211993）を確認すると、各種イカ塩
辛試料からル6c70cocc麗として分類された分離菌株が決して低い比率ではない12一
50
48％を占めたにも関わらず、Mioro60c6“sの種レベルの同定などについて全く検討
されていない。従って、これらM齢00000雄として分類された分離菌株の内には、
偏性好気性しかもglucose発酵性のない或いは弱いS’4ρ妙10000cμsが混入している
可能性があるかどうか疑問に残る。
　一方、試料Cの21日目に優勢菌種がSε卯o耀〃2からglucose発酵性であるS
wα7η顔及びS　ho8〃20リノ1ioμsに一転したことは何らかの意味をしていると思われる
（Fig．3－1－1）。また、各優勢菌種はイカ塩辛熟成中において、それぞれどのよう
な役割を担うのかはまだ不明であるため、以下では、これら優勢菌種の有機酸生
成を兼ねて、イカ塩辛熟成中の機能を解析することとした。
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Table3－1－1．
　　　　率lsamples
Biochemical　characteristics　ofSめ頭ソ0600cμs　species　isolated　fをom　i㎞一shio加雌
Charactehstics XY SA EQ SC WA HA
FP　agar
SK　agar
Growth　w豊th10％Nα
Eg9－yolk　reaction
S惚phylocoagulase
Novobiocinresis伽ce（MIC≧L6μg／ml）
舳aerobic　grov》th
Acid　aerobically丘om：
　D－Trehalose
　D－Mannitol
　D－Mannose
　D－Turanose
　D－Xylose
　D－Cellobiose
　L－A』rabinose
　Maltose
　Sucrose
　Ra．ff1nose
　α一Lactose
　β一D－f｝uctose
　D－ribose
　SaHcin
　Glycerol
Hemolysis
Alkaline　p姓ospha』tase
Urease
Argininedihydrolase
Acetoin　production
Nitrate　reductlon
β一glucosi（lase
β一glucuronide（玉ase
β一gaiactosidase
Deoxyribonuclease
＊1
十
十
十
十
十
十
十
d
十
d
十
十
d
十
d
d
十
d
十
d
d
d
十
十
十
十
十
十
（＋）
十
d
十
十
十
d
十
十
十
十
d
十
十
十
十
十
十
十
　d
十
（d）
十
　d
十
　d
十
十
　d
十
（d）
（＋）
十
÷
十
十
d
十
十
十
（＋）
十
十
（α）
（＋）
（d）
十
　d
（d）
十
十
十
十
十
十
十
十
十　　　　十
十　　　　十
十
十
d
（d）
（＋）
十
　α
千
　d
十
（d）
十
d
十
d
十
d
d
（＋）
十
d
（d）
十
十
　d
d
d『
十
（＋）
十
十
十
d
d
d
＊2
Symbols：十，90％or　more　strains　pos呈tive；一，90％or　more　strains　negativel　d，11to89％
　　　　　　of　strains　positivel（），delayed　reaction．
Abbreviations：xY，且茂ylosμ51sA，8s4ρ79ρ1壇’oμ51EQ，sε9μo耀溺l　sC，8sc∫μ万；
　　　　　　　　WA，＆顯7nθ7il　HA，S　hα佛o加ごμ5．
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ble 3-1-2. 1 6S ribosomal RNA (1 6S rRNA) gene sequence homology ofStaphy'lococcus 
[ Micrococcus species obtained from DDBJ (DNA Data Bank of Japan) and compared 
h the straln B-7D-1 Isolated from iha-shiohara sample 
pecres Accession number Homolo Se 
yl os us 
'uccinus 
~quorum 
'al I inarum 
,ohnii 
'a pro ph ytic us 
lrl ettae 
taemolyticus 
ioosii 
varneri 
udgunensis 
,asteuri 
1 omonis 
rureus 
pid ermid is 
:aprae 
ruricularis 
:apitis 
lelphini 
l yic us 
~arnos 
~ond imenti 
ntermid ius 
'ciuri 
:hromogenes 
,iscl fermentans 
rruscae 
' im il ans 
'chlelferi 
~l is 
'accharolyticus 
entus 
'ul vereri 
'itulus 
Faseol yticus 
D83374 
AF0042 1 9 
AB009939 
D83366 
D83361 
D83371 
AB009933 
D83367 
AB009940 
L37603 
AB00994 l 
AB009944 
L3760 1 
D83357 
D83363 
AB009935 
D83358 
L37599 
AB009938 
D83368 
AB009934 
Y15750 
D83369 
S83569 
D83360 
Y15753 
S83566 
D83373 
S83568 
D83364 
L3 7602 
D83370 
AB009942 
AB009946 
D83359 
99.590/0 
98.970/0 
98.930/0 
98.920/0 
98.780/0 
98.78010 
98.73010 
98_380/0 
98.330/0 
98.170/0 
98.060/0 
98.000/0 
97.90010 
97.70010 
97.50010 
97.460/0 
97.30010 
97.29010 
97. 1 9010 
97.03010 
96.990/0 
96.97010 
96.960/0 
96.930/0 
96.890/0 
96.840/0 
96.8 1 olo 
96.76010 
96.600/0 
96.490/0 
96.460/0 
96.430/0 
96.400/0 
96.330/0 
94.260/0 
"'~,, ~*.' 
1480 bp 
1551 bp 
1497 bp 
1480 bp 
1480 bp 
1 480 bp 
1 497 bp 
1480 bp 
1497 bp 
1473 bp 
1 497 bp 
1 497 bp 
1473 bp 
1 480 bp 
1 480 bp 
1 497 bp 
1 480 bp 
1 474 bp 
1497 bp 
1480 bp 
1497 bp 
1 549 bp 
1480 bp 
1 530 bp 
1480 bp 
1 549 bp 
1503 bp 
1 480 bp 
1 529 bp 
1480 bp 
1 524 bp 
1483 bp 
1 500 bp 
1 500 bp 
1482 b 
l uteus 
roseus 
mucil aginosus 
agilis 
lyl ae 
vanans 
kristinae 
halo b i us 
nishinomiyaensis 
sed entarius 
AF057289 
X87756 
X87758 
X80748 
X80750 
X87754 
X80749 
X80747 
X87757 
X87755 
79.06010 
78.960/0 
78.730/0 
78.690/0 
78.66010 
78.60010 
78.20010 
78.02010 
77.90010 
77.46010 
1528 bp 
15 16 bp 
1500 bp 
151 1 bp 
1509 bp 
1505 bp 
1 509 bp 
1483 bp 
1 502 bp 
1517 bp 
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Table 3 1-3. The number of strains isolated from ika-shiokara samples 
Strains l Sample A Sarnple B Sample C 
S. xylosus 
S. saprophy'ticus 
S. equorum 
S. sciuri 
S. warneri 
S. haemolyticus 
Micrococcus 
Gram-negative rods 
69 
2 
2 
6 
O 
O 
5 
1 
34 
47 
15 
O 
O 
O 
O 
2 
9 
O 
56 
O 
15 
4 
3 
total 85 98 88 
separated on I Oo/o NaCl BPG agar. 
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samp旦e　A
100％
80％
60％
40％
20％
　0％
“1日“i　q
亀モ 臼 r
sam口亘e　B
　100％
　　80％鼠
ζ60％
ち
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ご
じぼΣ　20％
　　0％
sample　C
100％
80％
60％
40％
20％
　0％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tlme（days）
Fig．34－L　Changes　in　the　microflora　during　the　ripening　process　ofi㎞一shio肋紹
samples　at20Q　C
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[ CENETYX-HAC : Xultip~e Aliqn,aent] 
B-?D-l x/~osus D83374 
3 - ?D- l 
xyiasus DS3374 
B-7D-l xyl05us D83374 
3- 70- l 
xylosus D83374 
B-7D-l 
xy~osus 083374 
B-7D-l 
xyl05us 083374 
B-7D-l 
xylosus Da3374 
B-7D-l 
xylosus D83374 
B-70-l 
xylasus D83374 
B- 7D- l 
xylosus D83374 
3-7D-l 
xylasus 083374 
3-7D-l 
xylosus D83374 
B-7D-l xylosus D83374 
3-70-l 
xylosus Da3374 
B-7D-l 
xylosu5 083374 
B-7D-l 
xylosu5 OS3374 
B-70-l xylosus DS3374 
B-7D-l 
xylosus D83374 
l ATC(AGAGTTTCATCCT~CCTC 
l ----------------------
91 
 
69 
181 H~ 159 
Z71 
249 
3Gl 
339 
4Sl 
4Z9 
S41 
S19 
631 
6Q9 
721 
S99 
811 
7S9 
9Gl 
879 
991 
969 
IG81 
le59 
li7i 
ll49 
i261 
IZ g 
13Sl 
13Z9 
1441 
1419 
1531 (CCCCTCCATCACCTCCTTTAA 
1477 -------*--------------
9~ 
68 
ISe 
15a 
278 
24a 
3eo 
33a 
4se 
4Z3 
540 
S18 
53a 
sea 
7Z8 
698 
Sle 
788 
900 
87s 
99a 
958 
lOSO 
le58 
ll70 
ll48 
IZ50 
123S 
13Sa 
132a 
1440 
14ia 
AGTCGTAACAACCTACCCGTATCGCAA(GT IS3e 
-- 477 
ISS2 
1477 
B-70-l 
succlnu5 
3-7D-l 
succlnus 
B-70-l 
sycclnus 
B-70-l 
succlnus 
B-7D-i 
succlnus 
B- 70- l 
succlnus 
3-70-l 
succlnus 
B-7D-l 
succlnus 
B-7D-l 
succlnus 
3-7D-l 
succlnus 
B-7D-l 
5uCCTnuS 
B-7D-l 
succtnus 
B-70-l 
succlnus 
B-7D-l 
succlnus 
3-7D-l 
succlnus 
3 - 7D- L 
succlnus 
B-7D-l 
5UCClnUS 
B- 7D- l 
succlnus 
AF~e4Z19 
AFee4Zi9 
AFOe4219 
AFOa4219 
AFOe4219 
AF004Z19 
AFee4Zi9 
AF~~4219 
AFGe4219 
AFee4219 
AFGG4Zl9 
AFe642i9 
AFee4213 
AFe04219 
AFGe4219 
AFee4zl9 
AFee4219 
l 
l 
91 ~( 
90 ~A 
181 
ISe 
271 
Z7G 
361 
36e 
AFe04219 
9e 
s9 
i80 
179 
~ Z70 
269 
4SG 
541 
S40 
63i 
530 
721 
720 
811 
8 Ia 
9Gl 
9ee 
991 
9 G 
1881 
la8e 
ll7i 
ll7e 
iZ61 
iZSa 
13Sl 
13SO 
1441 
1440 
35e 
3s9 ~~~~~~I 45G 449 
s4e 
s39 
~3a 
629 
72e 
719 
8 Ie 
8a9 
9ee 
a99 
99G 
98 9 
leS6 
l079 
ll7e 
ll69 
1260 
1259 
13Se 
1349 
1440 
143~ 
IS30 
IS29 
IS31 
IS3O 
AA 
Fig. 3-1-2. 1 6S ribosomal Rj:NA ( 1 6S rRl:NA) gene sequence alignment of S. xy'losus 
and S. succinus obtained from DDBJ (DNA Data Bank of Japan) and compared with 
the strain B-7D-1 Isoiated tr~ orn lka-shiohom sample 
ISS' 
1548 
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r GE NET YX - ~AC 
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cohnll D83361 
sap rophyt I cus 
cohnli D83361 
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S41 
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Fig. 3-1-3. 1 6S ribosomal RNA (1 6S rRNA) gene sequence ali*･nrnent between 
S. cohnii and S. saprophyticus obtained from DDBJ (DNA Data Bank of Japan) 
5J 
第2節　イカ塩辛由来優勢菌種の有機酸生成能及び生成パターン解析
Rodr｛guezαol．（1994）、Coppolaαoi．（1997）、Hammesαα1．（1995）、Tomad導oα
α1．（1996）は発酵ハム、発酵ソーセージ、発酵魚、大豆もろ味、羊乳ハードチー
ズから分離された優勢菌種のSゆ履ylo60‘cμsについて、主としてThe　Prokaryotcs
　（KloosetaL，1991）に準拠して同定した結果、Sη10s鰐、Sθ卯o耀〃2、S　sゆ君ρρ〃y∫ioμ5、
S　oohn’i、S　si灘1αns、S左100s’∫、S　cα7nosμs、Sρ漉⑫7〃2θn’αnsが優勢となり、こ
れらの優勢菌群が脂肪分解活性、タンパク質分解活性、硝酸塩還元活性、catalase
活性などを有しているため、熟成中の旨味、風味、食感の形成、色付け及び過酸
化物による製品の変色や脂肪の変敗を防止するのに大きく寄与すると結論してい
る。また、発酵食肉製品のs㎞ler　cultureとしてよく用いられるS　oα7nosμs、S
oαsεoヶ1ioμs、S茜ylosμs、＆si灘1αn5、＆s卯7卿勿∫icμsも同じ機能を発揮することと
報告されている（mckeθ∫α1．，1985alLiepe，19831Bacus，19861NychasandArkoudelos，
1990）。
　一方、目本では、西村ら（1991）、山崎ら（1992）、高井ら（1992；1993）は水
産発酵食品のイカ塩辛試料から分離された菌株について、glucoseの発酵性に基づ
いて発酵性を有しているS∫叩妙lo6006昭spp．を検出したが、これら優勢菌群の役
割については触れていない。尚、イカ塩辛熟成中に、酢酸や乳酸などの有機酸が
微生物作用により蓄積されることが明らかとなったが、一般的な発酵食品中で乳
酸などの有機酸をよく生成する乳酸菌が、伝統イカ塩辛から報告された事例はこ
れまで知られてない。
　そこで本節では、これら優勢菌種がイカ塩辛熟成中の有機酸生成に関与してい
るかどうかを明らかにするため、第1・節により同定された優勢菌種である＆
η10sμs、S　s4ρハgρh頭cμs、＆ε卯o耀灘、＆wα7nεr∫、＆hα躍oヶ1∫c〃sの代表菌株及びtype
strainsについて、有機酸の生成㌍及び生成パターンを調べ検討を行った。
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実験方法
［供試菌株］
　第1節で同定された優勢菌種のS謬10sμs、Ss4ρ君gρ妙！ioπs、S明μo〆〃加、Swα7n67i、
S．hαε脚1頭o㍑sについて、それぞれ4株ずつ及びそれらと同種のに応じたtype
strainsのS議ylos欝ATCC29971、Sl5卯7ρρhッ’ic〃5ArCC15305、S．egμo耀η2DSM20674、
S糊7nεriArCC27836、＆hαε醒o砂∫fcμsATCC29970を用いた。各菌株はTSBに300C
で24時間の前培養を行い、各種試験に供した。
［有機酸生成能及び生成パターン試験］
　300Cで24時間培養した供試菌株の前培養液0．lmlを9．9mlのイカ塩辛エキス
及び10％NaCITSBに接種し、L字試験管に200Cで14日問振盤培養（speed60miガ，
PersonaiLt－10，Taitec）を行った。
　イカ塩辛エキスの調製は、仕込直後の赤作りイカ塩辛試料（第2章第1節の［試
料の調製］に準じて調製したもの）に等量の10％食塩水を加え、1G，000rpmで2
分問ホモジナイズ（Ace　Homoge血zer，Nihonselki　Kaisha）したホモジネートを
18，000rpmで20分遠心（Refdgeratedcent嫉釦ge　himac　SCR18B，Hitachi）、また、微
生物及び酵素を失活させるため、遠心した上清を650Cで30分間加熱したものを
イカ塩辛エキスとした。
［有機酸の測定］
　イカ塩辛エキス及び10％NaCl　TSB　lmlに6％perchlodc　acid　lmlを加え、第2
章第1節の［有機酸の測定］に準じて行った。最後のメスアップの際に、蒸留水
を加え100mlに希釈した。
［生菌数の測定］
　一般生菌数ρ測定にはTSA、嫌気性菌の測定にはGAMAgar（Nissui）を用い、
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希釈水として一般生菌数の測定には生理食塩水（0．85％w／v　NaCI　solution）、嫌気
性菌の測定には嫌気希釈水（KH2PO、，4。5glNa21｛PO，4．6gl　L－cysteine，0．7g；Tween80，
0．7g；ag砥1gl蒸留水，1，000mllpH7．6，オートクレーブ121。Cで15分滅菌後、急
冷）を用いた。L字試験管中のイカ塩辛エキス及び10％NaCl　TSBから1m1を無
菌的に採取し・段階希釈液を調製し・上記の平稼培地に塗抹した。370Cで48時
間培養後、それぞれ生菌数を算出した。尚、GAMAgarは嫌気ジャー（AnaeroblcJ既
BBLMicrobiologySystem，Cockeysville，MD）にて嫌気培養を行った。
結果
　各供試菌株の有機酸生成能及び生成パターン試験の結果はTable3－2－1、Table3－
2－2に示したように、接種したイカ塩辛エキス及び10％NaCI　TSBから、有機酸
の生成が認められた。その内の酢酸生成では、＆λフ10S㍑Sが最も強い生成能を示し、
イカ塩辛エキスにおいては、8砂10s〃s　ATCC29971が初期のO　mg／100gから14目
目の86mg／100gに、分離菌株が51－87mg／100gに増加し、10％NaCl　TSBにおい
ては、S．、茂ylos祝s　ArCC29971が初期のO　mg／100gから14目目の143mg／100gに、
分離菌株が91－121mg／100gに増加した。次に、Sl5¢p7ρρ紗∫∫o秘s　ArCC15305がイ
カ塩辛エキス及び10％NaCl　TSBにおいて、それぞれ初期のO　mg／100gから14日
目の61mg／100g、98mg／100gに増加し、分離菌株が初期のO　mg／100gから14日
目の36－56mg／100g、62－93mg／100gに増加した。それに対して、Sθg〃o耀〃2、＆wα7n¢7∫、
8hαε〃20ヶ’ioμsは比較的に緩やかな増加傾向を示し、Sεg〃07灘DsM20674がイ
カ塩辛エキス及び10％NaCl　TSBにおいて、それぞれ初期のO　mg／100gから14日
目の35mg／loo9、51mg／loO9に増加し、・分離菌株が初期のo　mg／1009から14日
目の22－39mg／lOOg、32－70mg／100gに増加した。＆wα■ne7i　ArCC27836がイカ塩
辛エキス及び10％NaClTSBにわいて、それぞれ初期のO　mg／100gから14目目の
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20mg／100g、34mg／100gに増加し、分離菌株が初期のO　mg／100gから14日目の11－28
mg／100g、28－42mg／100gに増加した。S　hα8〃20ヶ’i6〃s　ATCC29970がイカ塩辛エキ
ス及び10％NaCI　TSBにおいて、それぞれ初期のO　mg／100gから14日目の22
mg／100g、34mg／100gに増加し、分離菌株が初期のOmg／100gから14日目の16－28
mg／100g、22－39mg／100gに増加した。
　乳酸生成の場合では、酢酸生成とは全く違って、＆wαrnε7i及びS、hαe醒o｛y’∫cμs
が強い生成能を示し、S　wα7nε7iATCC27836がイカ塩辛エキス及び10％NaCI　TSB
において、初期の8mg／100g、1mg／100gから14日目の80mg／100g、102mg／100g
に増加し、分離菌株が初期の8mg／100g、1mg／100gから14日目の52－80mg／100g、
85402mg／100gに増加した。次に、S　hoε1noリノ’ioπsArCC29970が初期の8mg／100g、
1mg／100gから14日目の65mg／100g、90mg／100gに増加し、分離菌株が初期の8
mg／100g、1mg／100gから14日自の48－69mg／100g、22－39mg／lOOgに増加した。
それに対して、£ηlosμs、£34ρrgρ履蜘s、S，ε卿07㍑〃2は殆ど乳酸生成能を示さ
なかった。
　いずれの試料においても、10％NaCl　TSBから有機酸の蓄積量が多く示された
が、pH及び生菌数が低いことが観察された。
考察
　第1節で同定された優勢菌種の＆謬lo5瑠、S　s卿7gρ勿‘∫cμ5、Sl　eg〃07醐、S，wα7nθ7∫、
S加躍oか’i6μs及びそれらと同種の各type　strainsについて、イカ塩辛エキス及び
10％NaCl　TSB中での有機酸を調べた結果、酢酸の生成能ではSη10sμs、S
s卿κψ勿’ioμs、Sθ卯07〃〃2、S　wα7n87i、S　hoθ〃20ヶ’ioμ5の順であるが、乳酸の生成
能にはS　wα〆麗θ7i、S　hαε〃20ヶ∫’oμsしか有していないことが示され、Bergey’sManual
ofDeteminativeBacteholog”th（ed．Holtε’鳳，1994）の記載と一致した。
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　一方、有機酸の生成パターンでは、S鍍ylo躍s、S　s砂〆qρ」妙！i6μs、S，ε9〃07〃1nが
酢酸しか生成しないのに対し、S　wα〆ne7i、S加θ〃70か1icμsが両方生成でき、また
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●酢酸よりは乳酸生成能の方が強いことが判明した。尚、大豆ペプトン、カゼイン
ペプトン、glucoseなどの栄養成分に富む10％NaCI　TSBが耐塩性である
S∫卯勿106000㍑s分離菌株にとって利用されやすいため、10％NaCI　TSB中の有機酸
は比較的に多く生成されたが、培養液中に強い緩衝作用に欠けることから、pH
がより低下し、生菌数もイカ塩辛試料に比べ101－102CFU／m1程度低くなったと推
察される。他方では、イカ塩辛エキス培養液中の有機酸生成量は比較的低いこと
について、仕込直後のイカ塩辛を用い等量の10％NaCI食塩水で抽出したエキス
を650Cで30分加熱したことにより、大部分のタンパク質は変性及び沈殿が起き
た上、エキス中の微生物及び自己消化酵素が失活され、炭水化物、タンパク、脂
質などの分解ができなくなったため、エキス中の利用できる単糖類、アミノ酸、
グリセリン、脂肪酸の量が少なかったからであると考えられる。
　以上の結果より、イカ塩辛中の優勢菌群である3吻砂100000〃5が酢酸や乳酸な
どの有機酸生成能を有しており、また菌種により有機酸の生成能及び生成パター
ンが変わって来ることが明らがとなった。
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第3節　イカ塩辛熟成中における優勢菌種の機能解析
　第2節によりイカ塩辛中の優勢菌群であるS∫4ρ妙lo6000μsが有機酸の生成能を
有しており、有機酸の生成能及び生成パターンは菌種により異なり、その内でも
乳酸生成菌が検出されたことが明らかとなった。本来ならば、乳酸発酵には乳酸
菌が関与することは最も一般的であるが、発酵ソーセージなどの発酵食肉製品中
の乳酸生成はEmbden－Meyerho多Pamas　pathway（EMP経路）にてホモ乳酸発酵す
る乳酸菌の外、EMP経路及びHexose（or　Pentose）Monophosphate　pathway（HMP
経路）にてヘテロ乳酸発酵するS吻妙loooo6〃sによるものが判明し、場合により
乳酸の外、酢酸、エチルアルコール、ピルビン酸、co2なども生成される（Nychas
and　Arkoudelos，1990）。S‘4ρ妙10co6c鰐のようなヘテロ乳酸発酵菌の特徴は、Fig．
3－3－1に示したように、偏性ホモ乳酸発酵菌が有している丘uctose－1，6－bisphosphate
aldolase（フルクトースビスリン酸アルドラーゼ）を有しないことである。そのた
め、glucose－6－Pはg玉ucose－6－phosphate　dehydrogenas及び6－phosphogluconolactonase
の作用により順番にg至uconolactone－6－phosphate及びgluconate－6－phosphateに変換
され、更に6－phosphogluconate　dehydrogenasの作用により脱炭酸しhbulose－5－
phosphateとなる。以後、本経路はpentoseを供給するmonophosphate酸化経路と
同様であり、頁bulose－5－phosphateはribulose－5－phosphate　epimeraseの作用により
xylulose－5－phosphateとなる。引き続き、xylulose－5－phosphateはtransketolaseの作
用によりglyceraldehyde－3－phosphate及びacety1－phosphateとなる。glyceraldehyde－
3－phosphateがEMP経路に入り、ピルビン酸、更に乳酸となる。一方、acetyl－phosphate
は酢酸に変換されるか、acetyl－CoA、acetylaldehyde、更にエチルアルコールが生
成されると｝qoos　e1α1。（1991）、金子（1996）により報告されている。これらの
結論は本研究においても、実際のイカ塩辛熟成中の有機酸生成に結び付くものと
なったが、第2章により各試料間に示された有機酸蓄積量の差異は、果してこれ
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ら優勢菌種の異なる有機酸生成形式によるものなのかについて、まだ明らかにさ
れていない。
　そこで本節では、種レベルの細菌フローラ及び優勢菌種の有機酸生成能と生成
パターンの側面から、イカ塩辛熟成中の有機酸蓄積パターンを解析し、並びに熟
成過程におけるこれら優勢菌種の機能をまとめようとした。
結果
　有機酸蓄積量の変化及び種レベルの細菌フローラの変遷の相関性はFig．3－3－2、
Fig，3－3－3、Fig．3－3－4に示したように、試料Aでは、熟成7日目から、酢酸生成
能の強いS耀10s㍑sが優占したと共、に酢酸が蓄積し始め、その後、28日目に最
も高い141mg／100gに達したのに対し、乳酸は全く蓄積せず、むしろTable3－2－2
のように減少したことを示した。試料Bでは、熟成7日目から28目目にかけて、
S　S卿潟卿妙∫10μS及びSべylOSμSが共に優占したことに伴って、酢酸の蓄積時期が1
週間遅れ、．28日目にやや低めの110mg／100gに増加したのに対し、乳酸は試料A
と同様に減少したことが見られた。試料Cでは、酢酸生成能の比較的に弱いS
θg鱒耀〃2が優先したと共に、酢酸の蓄積時期が大幅に遅滞したことが見られ、28
目目に一番低い値の92mg1100gしか増加しなかったのに対し、21目目に乳酸生
成能の強い＆wα7nε7∫及びS　hαε〃20か∫∫oκsが多く検出されたことに伴って、乳酸
が急激な増加傾向を示し、その後、28目目に最も高い値の2B　mg／100gに達した。
考察
　Fig．3－3－2、Fig．3－3－3、Fig．3－3－4の結果より、イカ塩辛熟成中における有機酸の
蓄積量及び種レベルの細菌フローラの変化に相関性が見られ、またイカ塩辛試料
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の有機酸蓄積パターンは優勢菌種の生成パターンと一致したことから、イカ塩辛
熱成中における有機酸の生成及び蓄積パターンは・5ゆ妙10cooo鰐属内種間の菌
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■相変遷及び優勢菌種の種類によって異なって来ることが明らかとなった。イカ塩
辛熟成中の有機酸生成は、もともとイカ筋肉或いは肝臓中のglycogenがamylase
によりglucoseに分解され、更にこれらの優勢菌種に利用され、菌体内の解糖系
におけるEMP経路或いはHMP経路にて生成されたものが思われるが、スルメイ
カのような軟体動物では、死後、筋肉中のglycogenが自己消化酵素によりピルビ
ン酸となり・更にアルギニンが存在すると反応しオ亥トピンになるため（奈須ら・
19911山中，1987）、熟成中の有機酸生成は、果してこれら優勢菌種に代謝された
glycogenの解糖最終産物なのか、或いは原料のイカ外套筋及び肝臓に富むタンパ
ク質及び脂質が自己消化酵素又は微生物作用によりアミノ酸、グリセリン、脂肪
酸などに分解され、更にこれら優勢菌種にタりピルビン酸に代謝され、最後に乳
酸や酢酸及び他の有機酸に変換されたもの（金子，19961中山，1988；坂崎ら，
1986）なのかにっいて、今後に残された課題である。
　一方、本研究で分離、同定された優勢菌種であるであるsη10SμS、33卯7g擁y∫io鰐、
S8gπo耀〃2、S　wα7肥7’、S　hαθ〃70か∫io麗sは、イカ塩辛熟成中において、香気成分及
び有機酸生成の機能を発揮する外、Coppolaε1α1．（1997）、V6nugopalε∫砿（1994）、
Nychas　and　Arkoudelos（1990）、S¢resen　and　Samuelsen（1996）、Tolan　and　Montel
（1997）、Hammes40∠（lg95）、Roddguezθ1認（1994）などの報告により、それ
ぞれ一般的な発酵食品に好ましい旨味、風味、食感、色付け、過酸化物による製
品の変色や脂肪の変敗を防止する一部の有用機能を有していることも考えられる。
イカ塩辛も他の発酵食品と同様に、微生物により熟成させたタンパク質系発酵食
品である。これまでの塩辛のように原料や製造工程中に付着している様々な微生
物により自然状態下で熟成させるよりは、むしろ特定の代謝活性が高いなど製造
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における有用機能を有している微生物をうまく生かした方（発酵食肉製品などで
の手法）が品質の高い製品が期待できる。
　以上のことから、これまで解明できなかったイカ塩辛試料間の有機酸蓄積量の
差異にっいては、ここではイカ塩辛熟成中の菌相変遷及び優勢菌種の有機酸生成
能と生成パターンより裏付けられた。尚、イカ塩辛品質の向上を図るためには、
製品に対する有用機能を有しているこれら優勢菌種の安全性を確認の上s㎞er
cultureとして利用し、或いは乳酸発酵の基質であるglucoseなどを適切に添加す
ることが考えられ、今後に残された課題である。
　今回のイカ塩辛試料から、いずれにおいてもこれら優勢菌種同属のSlα膨鰐は
全く検出されなかった。その原因は、最初から汚染されなかったのか、或いはイ
カ塩辛中に存在する何らかの作用に抑制されたのかについて、確認すべきである
と思われる。
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Fig. 3-3-1. Schematic representation of glycolysis (EMP) and 
the pentose phosphate (HMP) pathway in Staphylococcus. 
Most of the enzyme reactions have been confirmed; those 
which are tentative are in parehtheses. Symbols: EMP en-
zymes: PTS, phosphotransferase system; PGI, phosphog-
lucose isom_erase; PFK, phosphofructosekinase; FBP, fruc-
tose-1,6-bisphosphatase; FBA, fructose-1,6-bisphosphate 
aldolase; TPI, triose-phosphate isomerase; GAP, glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase; PGK, phosphoglycer-
ate kinase; GPM, phosphoglycerate mutase; ENO, enolase; 
PYK, pyruvate kinase. HMP enzymes: glucose-6-phosphate 
dehydrogenase; PGL, 6-phosphogluconolactonase; PGD, 6-
phosphogluconate dehydrogenase; RPE, ribulose-5-phos-
phate epimerase; RPI, ribose-5-phosphate isomerase; TK, 
transketolase; TA, transaldolase. 
(KloOS et at ., 1991) 70 
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第4章 イカ塩辛熟成中における微生物学的安全性に関する
研究
　イカ塩辛は生のイカ胴肉、肝臓及び食塩を混合し、殺菌処理を行わずに高濃度
の食塩の添加により腐敗を防ぎながら、肝臓或いはイカ肉中の自己消化酵素作用
によりタンパクを分解し、同時に特有の旨味を醸成させたもの（アミノ酸生成）
である（藤井，1994）。本論文第2章及び第3章により、イカ塩辛熟成中の香気成
分及びこれら成分の一因と考えられる有機酸は微生物作用によるものであり、熟
成期間を通してS∫4助ylocoocμs属内種間の菌相変遷及びこれら優勢菌種の種類に
よって有機酸の蓄積量も異なって来ることが明らかとなったが、いずれの供試イ
カ塩辛試料においても、同属内で典型的な食中毒菌であるSαμrεμsは全く検出さ
れなかった。また、伝統的製造法で作られたイカ塩辛由来食中毒の発生事例もこ
れまで知られていない。それにっいて、イカ塩辛中のTMAOとNaCIの協同作用
（西村ら，1991）及びイカ肝臓成分（森，19791井上，1980；大堀，19821山崎ら，
1992）によって抑制されることを報告されている。しかし、これらの報告では実
験方法であるs磁7επsの検出、計数やイカ塩辛中の本菌に対する増殖抑制効果な
どについての確認法を確かめると厳密性に欠けることが多く示されている。
　そこで本章では、10％NaC1条件下の培地中及びイカ塩辛熟成中における衛生
関連細菌の消長、並びにS‘卯勿10coooπsが優勢菌群となったイカ塩辛の熟成中に
おけるstayhylococcus　enterotoxins（SEs）生成の可能性を調べ、イカ塩辛の食品衛
生細菌の安全性を確認することを目的とした。
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第1節　イカ塩辛熟成中における衛生関連細菌の消長
　本研究第2章に用いたイカ塩辛試料からは、いずれにおいても優勢菌群の
S∫4ρ妙10coooμs属の食中毒菌であるS側7εμ5は全く検出されなかった。それに関
係している最近の研究では、西村ら（1991）はイカ塩辛の菌相特性に及ぽすTMAO
の影響について、イカ塩辛ではsゆ4εγ砺めsが優勢種となるにも関わらず、s
ゆ4εγ海4’sよりも高い食塩耐性を持ち、分類学的に見ても8聞ρ漉7〃2疏sとの間に
高い類似性を持っ食中毒菌である＆αμ灘sは全く検出されず、また、たとえ初期
に人為的に多数の本菌を接種したとしても熟成過程中に急激に死滅し、4日目以
後は既に検出し得ない状態にまで至るのは、500mg／100g以上のTMAOと8％以
上のNaC1とが協同的に作用しているためと考えられることを述べている。また
山崎ら（1992）はイカ塩辛の菌相特性に及ぼすイカ肝臓の影響について、イカ肝
臓添加量の異なる10％NaC1イカ塩辛の熟成過程では、いずれのイカ塩辛試料に
おいてもS∫卿々yloooc6μsが優勢菌群となり、Sゆ4θ7謝読s、＆槻7nθ7’、S　hッioμs、
S　ohm〃30gεnεs、80卯7θθが分離同定されたが、同属で耐塩性の食中毒菌であるS
磁7召μsは全く検出されず、またイカ肝臓添加量の異なるイカ塩辛へ人為的にS，
側紹μsを多量接種した実験において、肝臓量を3％以上添加した場合では本菌は
徐々に死滅し、7日目以後は既に検出できなくなることを認めたことから、イカ
肝臓中に＆αμreμsの発育を抑制する何らかの物質の存在する可能が示唆されたと
結論している。しかし、これら実験中のSl側7e硲の検出、計数にっいて、西村ら
（1991）はS，翻7εμsをイカ塩辛試料に接種後、熟成期問中の総生菌数とその時の
菌相からイカ塩辛試料中のsαμ燃sの菌数変化を計算して求めており、山崎ら
（1992）はS側72麗sをイカ塩辛試料に接種後、熟成期問中の塩辛液汁の生菌数を
標準寒天培地（極東製薬工業）上のコロニーの形状によりSα㍑rε鰐とその他の細
菌の2群に群別して算出しているが、コロニーの識別及び代表性などを考慮すれ
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る。尚、熟成期間中のSαμ7εμsの菌数変化では、8α肥鰐を接種後、急激に死滅
し、4日目　（西村ら，1991）或いは7日目　（山崎ら，1992）以後は既に検出し得な
いという結論は、むしろ105CFU／g以下に減少しているというべきであろう。即
ち、イカ塩辛熟成中において＆側r2μsは完全に死滅に至ったのか、或いは減少後
生残しているのかはなお不明である。
　そこで本節では、高塩分、しかも半嫌気状態であるイカ塩辛中において、増殖
することが考えられる耐塩性菌である80膨鉱S、好塩性菌である陽7io
ρα耀hαε御oヶ’i偬s、嫌気性菌であるClos〃・’伽〃2δo伽1inμ醒、及び食中毒発生原因食
品からよく見られる5㎏伽oπε伽Typhimuhum、衛生指標菌であるEs6hθ7∫oh∫αoo1’
について、各細菌に該当する選択培地にてこれら細菌の増殖に及ぼす食塩濃度の
影響及びイカ塩辛熟成中の消長を再検討した。
実験方法
［試料の調製］
　イカ塩辛（赤作り）試料は、青森県で水揚げされたスルメイカを用い、第2章
第1節の［試料の調製］に準じて調製した。
　仕込直後の試料500gに対して、対照群、S卿rθ麗接種群、vρα7αhoθ〃20ヶ’ioπs
接種群、C60’μ1∫灘〃2接種群、計4群の試料を調製した。
［供試菌株］
　＆徽燃s　ATCC　l2600、Vρα70hαε“20リノ∫∫o雄丁．77．4（東京都立衛生研究所）、C
わo∫協卿〃～Etype5545（国立感染研究所）、＆Typhimuhum　IFO　B245、EωliArCC
11775を用いた。Sα耀μ3、S　Typhimu亘um、E60々の3株はTSBに、V
ραmhαε醒olγ∫i似5は3％NaCl　TSBに、Cわo勉li〃“η2はGAM　broth（Nissui）に30。C
で24時間の前培養を行い、各種試験に供した。GAMbrothは嫌気ジャー（Anaerobic
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Jar，BBL　MicrobiologySystem，Cockeysville，MD）にて嫌気培養を行った。
［衛生関連細菌の回復試験］
　増殖に及ぼす食塩濃度の影響では、Sαμ7eμs、Vραγαhoε脚ヶ’∫oμ5、＆Typhimurium、
丑ooliの前培養液0．15mlを15m1の10％NaCI　TSBに、Cわo∫麟鰍溺の前培養液
0．15mlを15mlの10％NaClGAMbrothに接種し、20。Cで14目間培養した。GAM
brothは嫌気ジャー（AnaerobicJ既BBL　Microbiology　System，Cockeysville，MD）に
て嫌気培養を行った。尚、培養期間中にこれらの接種brothはイカ塩辛試料と同
様に毎目2回掩搾した。
　イカ塩辛熟成中における消長の実験では、Sα〃声θμs、Vρα雌hαε溺oか∫ioμs、C
60‘擁灘〃2の前培養液5mlを500gのイカ塩辛試料に接種し、20。Cで14日間熟成
した。
［生菌数の測定］
　一般生菌数の測定には10％NaCITSA、Sαμ灘5の測定にはMan1tol　SaltEgg－Ydk
Agar（MSEYAgar）（ManitolSaltAgaちEiken）、Vρα7αhα吻oヶ漉㍑sの測定にはTCBS
Agar（Eiken）、Cわo’μli澱〃2の測定にはClostridiaCountAgar（Nissui）、S　Typhimurium
の測定にはDHLAgar（Eiken）、E601iの測定にはEMBAgar（Eiken）を用い、希
釈水としてSαμr8μs、πρα7αhαelnoか’加s、S　Typhim面um、丑ool’の4菌種には
生理食塩水（0．85％w／vNaClsolution）、Cわo∫〃」∫n初〃2には嫌気希釈水を用いた。培
養0、2、4、6、8、10、12、14日目に各brothから1ml及び各イカ塩辛試料から
5gを無菌的に採取し、broth及びイカ塩辛試料の懸濁液（StomacherLab－blender80，
Seward　UAC　House）の段階希釈液を調製し、Sαμ78μs、Vρα7αhσθ“20ヶ∫ioμs、S
琢phimurium、E　ooliの4種菌には平板塗抹法を用いて37。Cで48時間培養後、
Cわo∫〃1inμ〃2にはパウチ（P，T。Pouch，Sakami　Medical　Instrument）法を用いて30。Cで
24時間培養後、それぞれ生菌数を算出した。S潅〃燃sの生菌数を算出した際には、
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MSEY　Agar上でマンニット分解（黄色化）、コロニー周辺に白濁環を形成する卵
黄反応よりその他の細菌（background　bacteha）と区別して計数した。尚、C
δo∫読η襯胞子数の測定では、採取した10％NaCI　GAM及びイカ塩辛試料にっい
て60。C1時問加熱した。
結果
　10％NaCI　broth培養中における衛生関連細菌の消長はFig．4－1－1に示した。S
o47επsは10％NaClTSB中において急速に増殖し、6日目に既に初発の105CFU／m1
から108CFU／mlに達した。Vρα7αhαε〃20リノ1’cπsは10％NaCl　TSB中において僅か
な減少しか見られず、14日目まではまだ105CFU／mlを保っていた。C60’π1i瑠〃1
は10％NaCI　GAM　broth（嫌気培養）中において、栄養細胞が2目目以内に急激
に死滅したが、胞子は14日目まで変化せず生き残っていた。SlTyphilnurium及び
E　ooliは10％NaCl　TSB中において同じ傾向が見られ、14日目にそれぞれ102
CFU／ml及び101CFU／m1に減少した。また、28日目及び24日目にS　Typhimuhum
及びE　co〃はそれぞれ完全に死滅したことが観察された（データは示していな
い）。
　イ’力塩辛試料熟成中におけるS．α〃燃s、V　pα7αhα8〃20加蜘s、C，わ伽1in襯の消
長はそれぞれFig．4－1－2、Fig．4－1－3、Fig．4－1－4に示した。＆oμ7θμsはイカ塩辛試
料熟成中において殆ど静菌状態を示し、14日目まではまだ初発の105CFU／9を保
っていた。Vρα70hoε〃20ケ∫ic㍑sはイカ塩辛試料熟成中において徐々に減少し、12
目目に完全に死滅したことが観察された。C．わo飯li耀〃2はイカ塩辛試料熟成中に
おいて、10％NaCI　GAM　broth（嫌気培養）と同様に栄養細胞が2目目以内に急激
に死滅したが、胞子の方は14目目まで変化せず生き残っていた。
、一 、各接種イカ塩辛試料における一般細菌（接種細菌以外のbackground
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bacteria）は、接種細菌の消長に関わらず、S傭r召μs接種区では10目目に、V
ρα耀hαε溺oly∫∫cμ5接種区では12日目に、Cわo∫麟朋〃2接種区では14日目にいずれ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■も108CFU／gに達した。また、対照群のイカ塩辛試料では、生菌数は14目目に108
CFU／gに達し、Sα雄εμs、V∫，αrαhαeη！o｛y∫’cμ3、Cわo∫μ1加μ用、Sl　Typhimurium、E　co1∫
は全く検出されなかった（Table4－1－1）。尚、対照群及び＆側7εμs接種群のイカ塩
辛試料では、4目目から10％NaCl　TSA及びMSEYによる生菌数はほぽ一致した
（Table4－1－1、Fig．4－1－2）Q
考察
　10％NaCIbrothの培養中における各衛生関連細菌の消長から、Cわo伽li遡〃2の栄
養細胞、8Typhim面um、E　ooliはイカ塩辛と等濃度の10％NaClによって抑制さ
れ、死滅することが判明した（Fig．4－1－1）。即ち、Cδo’πli灘〃2の栄養細胞、S
卯hi〃解iμ〃3、E　ooliがイカ塩辛などのような10％NaCIを含有している食品に混
入しても増殖できず、むしろ死滅しやすいことと考えられる。そこで、その他の
10％NaCl　broth中で急激に増殖するS側r8μs及び大部分が生残することを示した
V　pα躍hαε湧oヶ∫’o麗s、C60∫μ11灘襯胞子をイカ塩辛試料に接種し、14日間まで熟成
したところ、vρα7αhαε脚か∫i6μs及び＆α節επsは10％NaCl　TSB中とは全く異な
り、V　pα紹hαε灘o砂‘∫c㍑sは12日目に死滅し、S，α㍑7εμsは横ばい状態を示したこと
より、熟成中のイカ塩辛にはこれら細菌の増殖に対する何らの増殖抑制効果が有
ることが示唆された。しかし、S卿灘sは熟成14日目まで静菌状態を示し、西
村ら（1991）及び山崎ら（1992）の報告したような＆α膨励sを接種後、直ちに死
滅することについては、今回の結果では裏付けられなかった。その原因について、
実験に用いた本菌の選択培地による計数方法が既報と本実験では異なったことが
推察される。・
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　一方、4日目から対照群及びSαμ7εμs接種群の10％NaCI　TSA及びMSEYによ
る生菌数はほぼ一致したこと（Table4－1－1、Fig．4－1－2）より、イカ塩辛試料熟成
後期に108CFU／gに達した生菌数は殆どS’4ρ妙10cocoμsであることが示唆された
（即ち、本実験ではMSEY　Agar上でのマンニット分解及び卵黄反応の有無でS
α節εμs及びその他のS‘卯妙ioooco㍑sなどのbackground　bactedaを区別するが、基本
的な用途としてはMSEY　Agarにて細菌叢からs‘卯妙100060御5を識別するにも用い
る）。
　以上のことより、これら衛生関連細菌はイカ塩辛中において、増殖する可能性
が考えにくいが、S磁μεκsが熟成14目目まで静菌状態を示したため、塩分濃度
などの組成や熟成条件を変える場合、再び増殖することも考えられる。また、イ
カ塩辛熟成中のSα膨μsに対する静菌作用については、500mg／lOOg以上のTMAO
及び8％以上のNaClを添加した変法Wood＆Baird培地で確認された（西村ら，
1991）が、実際のイカ塩辛液汁或いは熟成中に共存している一般細菌からの抑制
作用などはまだ明らかにされていない。従って、イカ塩辛熟成中の本菌に対する
抑制作用を解析するため、以下では、イカ塩辛試料及びその中の共存している細
菌からの抗菌活性の有無を調べ検討することとした。
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第2節イカ塩辛熟成中における5’妙妙’ooocご鰐側■8媚に対する抑制作用
　第1節により、高塩分、しかも半嫌気状態であるイカ塩辛中で増殖することが
考えられる＆α膨μs、Vρα7α加8〃20リノ’i6μ5、Cわo∫〃1i朋〃2について、イカ塩辛試料
に接種し、14目間まで熟成したところ、μρ07αhα8〃20ヶ11c〃s及び＆απ〆θ〃sは10％
NaClTSB中とは全く異なり、V即70hαθ〃70ヶ’加sは12日目に死滅し、＆αμr6μ5は
静菌状態を示したことが明らかとなった。これまでS，側潟偬sに対する抑制作用に
ついての報告はいくっがあるが、従来報告のイカ塩辛中におけるTMAOとNaCl
の協同作用（西村ら，1991）及びイカ肝臓中の何らかの物質（森，1979；井上，1980；
大堀，19821山崎ら．1992）による説の外、本菌はその他の共存している細菌との
競合性が弱いため、細菌叢の多い食品において増殖できず、むしろ徐々に減少す
ることが多い（寺山，1981）ことも指摘されている。しかし、これらの報告では、
実際の食品系或いはその中の共存している細菌からの抗菌活性にっいての再検討
は行われていない。
　そこで本節では、イカ塩辛試料及びその中の共存している細菌からの抗菌活性、
並びに有機酸による抑制効果の側面から、イカ塩辛熟成中の＆磁声θμsに対する抑
制作用を探索しようとした。
実験方法
［試料の調製］
　第1節で用いたイカ塩辛試料（対照群、S．α郷肱s接種群、V　po7α加8〃30リノ∫i6μs
接種群、Cわ伽伽卿2接種群、計4群を以下の試験に供した。
［供試菌株］
　乱卯妙10ωご6μstypestrains26株（＆αμ7e“5ArCC12600、So¢ρ’”sArCC27840、
85
S　cohnii　ATCC29974、8ゆi4θ7濡i疏5ATCC14990、8hα6溺o加io〃8ATCC29970、S
ho〃2i〃is　ATCC　27844、　S　hツioμs　ATCC　11249、　＆　oh70η209εnθs　NCTC　10530、　S
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■s4脚ρ伽’6πsATCC15305、SsぬriArCC29062、S』5i〃2吻nsArCC27848、Swα7ne7i
ArCC27836、S茂ylo5μsArCC29971、S　o岬耀CCM3573、Sα副oぬ7isArCC33753、
S　gα11inα耀溺CCM3572、S　cα7no部DSM20501、S　oαsεo加αs　ArCC13548、＆
εg祝07〃1n　DSM20674、Sん100si’DSM20676、8α71eμαθDSM20672、S　sohle塘riArCC
43808、S4吻h’niDSM20771、S　in∫θ朋ε伽s　ArCC29663、S1μ9ぬnen廊ArCC43809、
S1εn～μ3ArCC29070）、第2章第1節で分離された568株の全分離菌株（試料A
より198株、試料Bより182株、試料Cより188株）、及び第1節で対照群のイ
カ塩辛試料の生菌数測定に用いた0、2、4、6、8、10、12、14、21、28目目の10％
NaCl　TSAからそれぞれ無作為に40株ずつ、合計345株の全分離菌株を用いた。
被検定菌である＆αμreμsはTSBに30。Cで24時間、検定菌（＆α麗7eμs以外の菌
株）は20。Cで14日間の培養を行い、抗菌活性試験に供した。尚、検定菌の場合、
培養期問中にイカ塩辛試料と同様に毎目2回撹搾した。
［抗菌活性試験］
　30。Cで24時間培養した被検定菌であるS躍7εμsを106CFU／m1程度に調整後、
滅菌シャーレに1ml入れ、20mlのTSA（45。Cに保温〉にて混釈して平板にした。
この混釈した平板1枚にっき5枚のぺ一パーディスク（抗生物質検定用，size薄手
8mm，paperdisc，Advantec）を乗せ、各検定菌培養液及びイカ塩辛試料の検体を（1
検体につき同平板の5枚のぺ一パーディスクに）25μ1ずつ加え、37。Cで48時間
培養後、ぺ一パーディスクの周辺に阻止円発生の有無を観察した。
　検体の調製は1mlの20。Cで14日問培養した各検定菌培養液及び20。Cで14日
問熟成した各イカ塩辛試料のエキス（イカ塩辛試料50gに10％食塩水25mlを加
え、2分問ストマック［StomacherLab－blender80，SewardUAC　Houseコした懸濁液）
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をそれぞれ15，000rpmで20分2回遠心（High－speed　refdgeratedcent貞fUge　SRX－201，
Tolny）した上清を検体とした。
［有機酸の測定］
　イカ塩辛試料10gに6％perch1面cacid10mlを加え乳鉢で十分にすりっぶし、10％
NaCl　broth2mlに同6％perchlodc　acid2m1を加え、第2章第1節の［有機酸の測
定］に準じて行った。
　最後のメスアップの際に、10％NaCl　brotkからの中和、濾過液に蒸留水を加え
10mlに希釈した。
［pHの測定］
　第2章第1節の［pHの測定］に準じて行った。
結果
　S側君ε麗に対する抗菌活性はTable4－2－1、Table4－2－2、Table4－2－3に示した。4
っのイカ塩辛試料のエキス上清及び合計913株のイカ塩辛試料由来分離菌株の培
養上清から、Sαμ7εμsに対する抗菌活性はすべて検出されなかった。対照菌株と
する25株のS’4ρ勿！ocoocμs　type　strainsでは、S　gα1伽α耀溺の培養上清からは、S』
αμrε鰐に対する抗菌活性が検出された。
　一方、有機酸及びpHの変化はTable4－2－4、Table4－2－5に示した。＆α膨μsを
接種した10％NaCl　TSBでは、乳酸が初発の12mg／100m1から14目目の91
mg／100mlに増加したが、酢酸は蓄積しなかった。それに対し、S，側7eμs接種群の
イカ塩辛試料では、乳酸及び酢酸は共に蓄積し、乳酸が初発の28mg／100gから14
目目の116mg／100gに、酢酸が初発の9mg／100gから14目目の7L3mg／100gに増
加した。また、対照群のイカ塩辛試料では、乳酸が初発の28mg／100gから14日
目の92mg／100gに、酢酸が初発の9mg／100gから14日目の51．8mg／100gに増加
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した。
　pHにっいて、Sαμ7ε㍑sを接種した10％NaCI　TSBでは、有機酸の蓄積と同時に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■
pHが低下したのに対し、Sα㍑rεμs接種群のイカ塩辛試料では低下しなかった。
考察
　これまで、8α耀“sはイカ塩辛中におけるTMAOとNaClの協同作用（西村ら，
1991）及びイカ肝臓中に存在する何らかの物質（森，197gl井上，19801大堀，1982；
山崎ら，1992）による抑制、また、本菌はその他の共存している細菌との競合性
が弱いため、細菌叢の多い食品において増殖できず、むしろ徐々に減少すること
が多い（寺山，1981）ことが指摘されているが、今回の実験では、西村ら（1991）
や山崎ら（1992）の用いた実験条件より高い10％NaCl及び5％イカ肝臓で調製し
た4つのイカ塩辛試料のエキス上清及び合計913株のイカ塩辛試料由来分離菌株
の培養上清から、S　o耀μsに対する抗菌活性はすべて検出されなかった（Table4－
2－1、％ble4－2－2、Table4－2－3）ことより、これらの説は裏付けられず、イカ塩辛
熟成中における£α耀〃sの静菌作用（Fig．4－1－2）は、むしろそれ以外の原因によ
ることが考えられた。尚、今回の実験では、イカ塩辛試料のTMAO含量を測定
しなかったが、一般的には極めて新鮮なスルメイカにでも、常に西村ら（1991）
が報告したようなSαηrε毎sを抑制できる500mg／100g以上の935－1，110mg／玉00g
含量を有している（奈須ら，1991）にも関わらず、西村ら（1991）が結論したよ
うな＆卿¢扉sを抑制するイカ塩辛中におけるTMAOとNaCIの協同作用は見られ
なかった。
　一方、有機酸の抗菌作用について、ヨーグルトに人為的に10㌧105CFU／mlのS
側紹鋸sを接種し、発酵終了後（乳酸635mg／蓋00m1、pH4．38）、接種された本菌は
それぞれ初発菌数の1／100程に減少したと報告されている（Pazakovaε‘鳳，1997）。
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また、pH6．5－7．0において、Sα膨μsに対する酢酸及び乳酸の最小発育阻止濃度
は4．5％（4，500mg／1009）であることが松田ら（1994）により報告されている。
これまで本研究に用いたイカ塩辛試料から、酢酸または乳酸が常に検出された
（Table4－2－4、Table4－2－5、またはTable2－1－1、Table2－1－2、Table2－1－3）が、松
田ら（1994）の報告したようなS側君εμsに対する最小発育阻止濃度には至らなか
った。また、Sαμrεμ5を接種した10％NaCl　TSBでは、Sα膨μs接種群のイカ塩
辛試料と同じように乳酸が蓄積し、pHがより低い55までに低下した（S側燃s
接種群のイカ塩辛試料では殆ど変わらなかった）にも関わらず、貯蔵6日目に108
CFU／mlに達し、その後はほぼ一定の値を示したことから、イカ塩辛熟成中に蓄
積された有機酸の蓄積量は本菌の増殖を抑制できないことが示唆された。
　尚、3g召llinα7μ〃2から且側76μsに対する抗菌活性が検出されたのは、S　gα！」∫nα7襯
により生成されるgallidemin（Kellnerε∫α乙，1988）からの抑制効果が考えられる。
同属の外にもS　si〃2μlonsおよび8ゆi4θ7〃2励sにより生成される1ysostaphin
（SchindlerandSchuhardt，1965）及びepidemin（Allgaierθ’磁，1986）、Pep5（Kellner
ε∫α1．，1989）による抑制効果が考えられるが、今回の実験では＆s珈μ10ηsおよび8
ゆ4εγ〃2泌sからSα脚μsに対する抗菌活性は確認できなかったことと、第2章第
3節の種レベルまでの同定結果からもこれらの菌種が検出されなかったことより、
イカ塩辛熟成中に同属の優勢菌種からの＆側rε㍑sに対する静菌作用は期待できな
いと考えられる。
　以上のことより、イカ塩辛熟成中に＆αμrε螂に対する静菌作用は単一の抑制効
果によることではなく、むしろNychas　and　Arkoudelos（1990）が指摘した発酵食
肉製品中のようなpH、水分活性、食塩濃度、硝酸塩、亜硝酸塩、タンパク質、
酸素濃度、温度、その他の存在している細菌との拮抗作用による相乗作用が考え
られる。また、イカ塩辛試料及びイカ塩辛試料由来分離菌株から、sαμr2μsに対
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する抗菌活性はすべて検出されなかったため、イカ塩辛試料において、Sαμreμs
に対する比較的緩やかな静菌効果を示しているが、完全に死滅するまでの強い抑
制効果は現れていない第1節の結論をも支持する。
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Tab盈e4－2－1．　Antimlcrob1al　activity　in　the　extract　ofiんo㌦写hio肋7αsamples　against　Sαμ～eμs判
Sample Antimicrobial　activity
uninoc田ated　control　sample
sample　inoculated　with　Sαμ7ε㍑s
sample　inoculated　with　Vρα7αhαe規o加ioμs
samplcinoculate（i　with　C．わo∫〃1inμ規
零1
Symbo1：一，negative．
Table4－2－2．　Antimicrobial　activity　in　the　culture　fluid　ofisolates　f｝om　i加．shio肋耀samples
againstS僻εμs＊1
Isolates Antimicrobi＆l　activity
198isolates　ffom　sample　A
182isolatesf｝omsampleB
l88isolates　ffom　sample　C
345isolates　f士om　uninoculatedcontrol　sample
零l
　Symbol：一，negative．
Tab置e4－2－3．　Antimicrobial　act三vity　in　the　culture　fluld　ofS‘卯」妙loごooc㍑s　type　stra．ins　against
　　　　　＊lS．α〃7εμs
S　ecies＆strain　n㎜ber Antimicrobial　activity
S　o卯i∫is　　　　　ATCC27840
Sωhnii　　　　　　ATCC29974
＆の’吻7溺i4is　　　ATCC　I4990
8hαε濯o伊i億s　　ATCC29970
S．ho加n∫s　　　　　ATCC27844
＆妙ごcμ5　　　　　　ATCC11249
S　oh70〃20genθs　　　NCTC10530
＆s卿7gρ1ψiωs　　ATCC15305
S．soiμ7i　　　　　　ATCC29062
＆silnμ1αn3　　　　ATCC27848
S．wo7nε”　　　　　ATCC27836
S型10側s　　　　　ATCC29971
S　c卿耀　　　　　CCM3573
3．αμ7ioμ1α7’s　　　ATCC33753
S　gα〃加7襯　　　CCM3572
S．co7〃os㍑s　　　DSM20501
＆ω3eo醇∫o麗　　　ATCC13548
＆eg麗or躍n　　　　DSM20674
S．んloo5i’　　　　DSM20676
S．αr1ε加8　　　　DSM20672
3soh1θ塘7’　　　　ATCC43808
＆4吻hin’　　　　DSM20771
S．加εア湧ε4∫麗s　　　ATCC29663
鼠1μgぬneη5ご5　　　ATCC43809
S．！ε“伽s　　　　　　ATCC29070
零1
　Symbols：一，negative；士，weak　positive．
土
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Table 4-2-4. Changes in the organic acid contents, pH, and viable bacterial counts during the 
ripening process of iha-shiohora at 20' C 
O day 14 days 
lactic acid (mg/1 OOg) 
acetic acid (mg/1 OOg) 
other organic acids (mg/1 OOg) 
pH 
10g CFUlg'2 
28.0 
9.0 
13.1 
6. 1 
3.0 
91.5 
51.8 
21 .5 
6.2 
8. l 
luninoculated control sample. 
20n 100/0 NaCl TSB. 
Table 4-2-5. Changes in the organic acid contents, pH, and viable bacterial counts ofS. aureus in 
1 Oo/o NaCl TSB and iho-shiokara at 20' C 
1 O"/. NaCl TSB lha-shiohara 
O day 14 days O day 14 days 
lactic acid (mg/1 OOg or ml) 
acetic acid (mg/1 OOg or ml) 
other organic acids (mg/1 OOg or ml) 
pH 
10g CFU/g or ml'l 
1 1 .5 
11.5 
9.2 
7 
5.2 
90.5 
1 7.4 
1 8.7 
5.5 
8.2 
28.0 
9.0 
13.1 
6. 1 
5.7 
1 15.8 
71.2 
25.2 
6.1 
5 
10n MSEY Agar. 
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第3節　イカ塩辛熟成中におけるstaphy夏ococcus　enterotoxi皿s生成
　ブドウ球菌食中毒はSα膨μsが増殖し、その際に生成されたブドウ球菌エンテ
ロトキシン（SEs〉と呼ばれる菌体外毒素を食物と共に摂取することにより惹起
される毒素型食中毒であり、また、食中毒を惹起する場合、原因食品中には106－109
（最少105）CFU／mlの8αμr8μsが存在することが認められている（寺山，19811厚
生省生活衛生局，1990）。今まで、SEsの生成に関しては、すべて＆側君θκsの存在
に密接に関係していることがよく知られているが、実際には、健康な人や食中毒
患者及び各食品、食材から分離されたS　o膨μsについて調べた結果では、その内
SEs生成株は0－86％の幅広い分布を占めている（Genigeo亘gise’α1．，19891Mosselef
α乙，19901Bemetαα1．，19861Castroαα乙，19861Kemyαα乙，19931Masudαα乙，19931
Ruzickovaαα乙，19941De　Buyserα砿，1985；Ewaldαα∠，1993；Isigidiαα1．，19921
M顔nαα1．，19921Rosecα鳳，1997）。即ち、食品中に＆α㍑7εμsが存在すれば必ず
SEsを生成し、食中毒を惹起するとは限らないことが示唆された。
　一方、外のcoagulase（＋）である8in’ε71nε伽3、S妙ioπs（Hirookaα鳳，1988；Valle
θ∫認，1990）及びcoagulase（一）（Coagulase－negativeS∫卿妙loooocμs，CNS）である£
cohn∫∫、Sの4ε襯読s、且hα躍oリノ伽s、＆塑los祝s、S．岬rαθ、＆s4ρ脚旗加s、＆sぬ7i、
8wα7nε7i、＆oh君o〃zog召ηθs、S1εn1〃s、S31〃2μ1αns、Soψi’加、Sθgμo耀〃2からもSEs
生成株が検出され（Bautistaεfα1．，1988；Ewaldαα1．，19871Mohtaαα1．，19791梅lleα
砿，19901琉mozy－Rozandθ∫凪，19961ChouandChen，1997）、その内SEs生成株は5－
39．4％を占めている（CrassandBergdoll，19861V6mozy－Rozande‘α1、，199610rdene∫
o乙，19921Bautistaα‘z乙，19881VaHeαα1．，1990；Olsviketαα1．，1982）。
　このようなことから、ブドウ球菌食中毒の予測及び原因の推定では、形態学及
び生化学性状などの細菌学的検査結果により、検体中にSl側78μsが検出されたこ
とから．直ちに食中毒を予測或いは原因を推定することはできない。逆に検体中に
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はSα膨μsが検出されなかったことから、SEsは生成し得ないこともいえない。
従って、ブドウ球菌食中毒を究明するには、細菌学的検査よりも、むしろ臨床性
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■状発現の直接原因物質であるSEsについて、免疫学的検査を行った方が信頼され
ることが示唆された。
　これまで、第1節及び第2節により、イカ塩辛中の優勢菌群であるSf4ρ妙100000麗
属のs側rεπsはイカ塩辛熟成中において、本菌に対する抗菌作用が確認されなか
ったこと（顎ble4－2－1、Table4－2－2）から、本菌はその他の衛生関連細菌とは違っ
て死滅せずに緩やかな静菌状態を示したことが判明した。しかし、イカ塩辛試料
熟成後期にSゆ妙looocoμsが既に108CFU／gに達した（肱ble4－1－1、Fig。4．1－2）た
め、CNSによるSEs生成の可能性が考えられる。また、熟成中にSEs生成可能で
ある105cFu〆gの菌量を保った＆α膨μ3（Fig．4－1－2〉が生き残っている問に、sEs
を生成し得るかどうかにっいてなお不明な点が多い。
　そこで本節では、第1節で用いられた対照組及びSαμ7e鰐接種組のイカ塩辛試
料、並びにSα脚〃5を接種した10％NaCl　TSBについて、イカ塩辛熟成中におけ
るSEs生成の可能性の有無を調べて検討を行った。
実験方法
［試料の調製］
　第1節に用いた対照群及びSαμ7εμ5接種群のイカ塩辛試料をSEs生成の検出試
験に供した。
［供試菌株］
　Sαπ7ε㍑s　ATCC12600を用いて、TSBに30。Cで24時間の前培養を行い、SEs
生成の検出試験に供した。
［検体の調製］
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　　イカ塩辛試料の場合、109に等量の生理食塩水（0．85％w／v）を加え、2分間
ストマック（StomacherLab－blender80，SewardUACHouse）した懸濁液を3，000rpm
で20分遠心（Hig魅一speedrc餌geratedcentrifUge　SRX－201，Tomy）した上清を検体と
した。
　brothの場合、1m1を採取し3，000rpmで20分遠心（High－speedref蓋geratedcentdfUge
SRX－201，Tomy）した上清を検体とした。尚、10％NaCI　TSBは、第1節に用いた
＆側7εμ5を接種した10％NaCl　TSBをSEs生成の検出試験に供した。NaCl非添加
対照TSBは、S　o膨μsの前培養液0．15m1を15m1のTSBに接種し、L字試験管
に37。Cで24時問振量培養（speed60minr1，Personal　Lt－10，肱itec）した培養液をSEs
生成の検出試験に供した。
［SEs生成の検出試験］
　ブドウ球菌エンテロトキシン検出用キットSET－RPLA（Reversed　Passive　Latex
Agglutination．逆受身ラテックス凝集反応，デンカ生研）の操作法に基づき、
staphylococcusenterotoxintypeA（SEA）、staphylococcusenterotoxintypeB（SEB）、
staphylococcusenterotoxintypeC（SEC）、staphylococcusenterotoxintypeD（SED）
の定量を行った。各感作ラテックスの凝集反応が認められる希釈倍数と検出感受
限界量1ng／m1からSEs量を求めた。
結果
　SEs生成の検出結果はTable4－3－1、Table4．3－2に示した。対照群のイカ塩辛試
料では、熟成14日目にMSEY　AgarによるS‘4ρ妙106060μsの生菌数は108CFU／9
（Table4－1－1）に達したが、SEsは全く検出されなかった。Sαμ7εμs接種群のイ
カ塩辛試料では、熟成14目目に＆α郷εμsは初発の105CFU／9を保っており、MSEY
AgarによるS’4ρ妙lococc鋭sの生菌数は108CFU／9に達した（Fig．4－1－2）にも関わ
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らず、SEsは全く検出されなかった。
　一方、10％NaCITSBでは、貯蔵14日目にS砿7εμsは108CFU／m1に達したが、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りSEsは全く検出されなかった。NaCl非添加対照TSBからは、SEA200ng／ml、SEB
800ng／ml、SEC200ng／m1が検出された。
考察
　Sαμ眉ε雄接種群のイカ塩辛試料では、熟成14日目にS、αμ7ε硲は初発の105CFU／9
を保っていたがSEsは全く検出されなかったことについて、SEsはSα膨πsの増
殖に伴って菌体外に生成されるため、多数のS磁z2μsが存在するにも関わらず、
増殖しない限りSEsは生成されないことが判明した。SEsの生成に関する従来報
告では、SEsの生成がS　o郷θμsの増殖に当たり、静止期の初期に見られる（McLean
αα1．，1968）外、対数増殖期の後期にSEsが最大になると述べている（Morseα認，
1969）説も今回の実験結果を支持する。また、10％NaCl　TSBでは、貯蔵14日目
に＆αμ7e灘は既に108CFU／mlに達したにも関わらず、SEsは全く検出されなかっ
たことは、従来報告の培地上において、10％NaCl存在下でpHが6．5以下に低下
する場合、8醐7eπsの増殖には影響を及ぼさないが、．SEsの生成は抑制される結
果（TranterandBre㎞，19901GenigeorgisandSadle若，1966）と一致した。
　一方、イカ塩辛試料中では、熟成14目目に＆α惚μs以外のSゆ妙lococcμsの
生菌数は108CFU／g（Table4－1－1、Fig．4－1－2）に達したことから、CNSによるSEs
の生成も考えられるが、SEsは全く検出されなかったのは、イカ塩辛中のような
半嫌気状態において、SEsの生成に適当ではないもの（寺山，重981）と、S側〆e〃3
の増殖と同様にpH、水分活性、食塩濃度、硝酸塩、亜硝酸塩、タンパク質、酸
素濃度、温度、その他の存在している細菌との拮抗作用に影響が与えられた原因
が考えられる（NychasandArkoudelos，1990）。
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　以上のことより、10％NaCl以上の伝統的イカ塩辛では、aα膨μsなどの食品
衛生関連細菌が増殖する可能性は殆どなく、また、対照群のイカ塩辛試料、熟成
中に105CFU／9のS側7εμsを保った静菌状態である接種群のイカ塩辛試料、S
α耀μsが108CFU／9に達した10％NaCl　TSBから、すべてSEsが検出されなかっ
たことより、伝統的イカ塩辛からSα膨㍑sやCNSによるブドウ球菌食中毒の危
険性は少ないことが確認できた。実際の伝統的イカ塩辛製品では、ブドウ球菌食
中毒事例は未だなかったことにも結びっくものと考えられるが、今回の実験結果
では、イカ塩辛試料及びその中の共存している一般細菌から、sα膨μsに対する
抗菌活性が確認されず、本菌が静菌状態で生残したため、現在の主流としている
低塩化されたような製品においては本菌が増殖し食中毒を惹起する可能性が考え
られ（これまで、塩分を減らしたイカ塩辛での腸炎ビブリオ食中毒の発生事例も
ある［河端，1985］）、製造工程中における本菌の二次汚染を防ぐことが重要であ
ることが示唆された。
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Table 4-3-1. Changes in the staphyloccal enterotoxins (SEs), viable bacterial counts, and 
pH during the ripening process of iha-shiokara at 20' C 
O day 14 days 
SES (nglg) 
10g CFUlg*2 
pH 
2.6 
6. 1 
8.2 
6.2 
' Ipositive control sarnple. 
20n MSEY Agar. 
'3< -7 ng/g. 
Table 4-3-2. Changes in the staphyloccal enterotoxins (SEs), viable bacterial counts, and 
pH ofS. aureus in iha-shiohora , 100/0 NaCl TSB at 20~ C, and TSB at 37' C 
lko-shiohara l 10'/* NaCl TSB l TSB l 
O day 14 days O day 14 days O day 1 day
SES (nglg or ml) 
log CFU/g or ml'2 
pH 
5.7 
6. 1 
- *3 
5 
6. 1 
- *4 
5.2 
7 
- *4 
8.2 
5.5 
- *4 
5.4 
7 
+ *5 
8.5 
5.8 
l inoculated with S. aureus . 
lon MSEY Agar. 
'2 
'3 < I ng/ml. 
'4SEA, 200ng/ml; SEB, 800ng/ml; SEC, 200ng/ml. 
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総括
　塩辛は日本の最も代表的な水産発酵食品であり、これに類似したもの（例えば
ゆ∫、κ襯g－c肋o、わ1αchon、加gooηg、ngα一ηg4ρ∫、S’4α1、Gε1など）は中国や東南
アジアでも注目されている。その起源については、魚介類を保存するための塩漬
けであると考えられている。このような水産発酵食品は原料や製造工程中に付着
している様々な微生物により自然状態下で熟成させるものであり、発酵食肉製品
やチーズ、ヨーグルトなどのようにstarter　cultureを用いる例は殆どない。その原
因の一つは、これらの水産発酵食品では、微生物の役割が不明なものが多いため
と思われる。これまで、伝統的塩辛の熟成については熟成中の旨味形成（アミノ
酸生成）には、微生物は殆ど関与していないことが明らかにされているが、イカ
塩辛中の食塩濃度10％以上でも増殖可能な優勢菌群の明確な分類、同定は行われ
ておらず、またこれらの優勢菌群が熟成中において、どのような役割を演じてい
るのかも尚不明である。
　そこで本研究では、水産発酵食品のイカ塩辛熟成中における微生物の関与にっ
いて再検討し、更にGC含量や16S　rR：NA遺伝子塩基配列などの遺伝子学的1生状
及び生化学性状に基づいて、イカ塩辛熟成中の優勢菌種及び細菌フローラの変化
を明らかにし、これら優勢菌群の機能、並びに食品衛生細菌的安性にっいて研究
を行った。その結果、得られた新しい知見を以下にまとめた。
L　イカ塩辛熟成中における微生物の挙動
1．1．熟成過程における香気生成と微生物の関与について検討を行った結果、イカ
　塩辛熟成中における特有の呈味及び香気の一因と考えられる有機酸の蓄積には
　微生物作用が関与することが明らかとなった。また試料によって各試料間の有
　機酸蓄積量に差異が見られ、その原因には原料個体差や熟成条件以外の原因が
　考えられる。
L2．イカ塩辛試料から分離したGram（＋），catalase（＋）の球菌をより正確に分類する
　ため、盈070cocc〃stypestrains8株、S∫4p妙100000配5typestralns26株並びにGram（＋），
　catalase（＋）の球菌分離株から無作為に選んだ55株について、fUrazolidoneに対
　する感受性（FP　agar）、チオシアン酸カリウムとアジ化ナトリウムに対する抵
　抗性（SK　agar）、並びに従来法のglucose発酵性（0／F　test）を用いて分類し、
　更にGC含量を確認した結果、glucose発酵性では、すべての超c70600cμs　type
　strainsが（一）の性状を示しているが、S‘4ρ妙1σcocc㍑s　typestrainsは（＋）、（一）
　或いは（±）と区々な性状を示したため、半分以上のS∫4ρ妙10cocoμstypestrains
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　が〃1㎞ococoμsとして分類された。それに対して、FP　agar及びSK　agarでは、
　すべての株がそれぞれ本来の種類と一致した。また無作為に選んだ球菌分離株
　の場合、FP　agar及びSKagarによる分類結果では、GC含量による結果と100％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　一致するのに対して、0／F　testによる分類結果では一致率は僅か24％と正確性
　に欠けることを示し、分類結果の正確性という点では0／F　testよりも、FP　agar
　及びSKagarの方が高いことが明らかとなった。
L3．熟成中における有機酸蓄積量の変化及び細菌相変遷の相関性を検討した結果、
　FP　agar及びSK　agarにより分類、同定された結果に基づいて、イカ塩辛試料熟
　成中の菌相変遷を調べた結果では、いずれの試料においても初発フローラの種
　類のいかんに関わらず、熟成の初期から後期に渡りS‘4ρ々ylooocoμsが圧倒的に
　優占し、属レベルの細菌相及び有機酸蓄積量の変化には相関性が見られなかっ
　たことより、各試料熟成中の有機酸蓄積量の差異は、今までそれぞれ通性嫌気
　性菌及び偏性好気性菌とされていた3‘卯々ylOOOOOμS及び雌聯0000Cμ5の属間変
　遷では説明できないことが示唆された。また従来法のO〆F　testにより分類、同
　定された場合、実際のS14ρ妙loooooμs491株の内、glucose発酵性である僅か
　73株の分離株しかS∫gp々ylococcμsに分類、同定されなかった。即ち、0／F　test
　に基づいて、イカ塩辛の優勢菌群の種同定を行うと、偏性好気性或いはglucose
　発酵性のないS‘岬々yloco66雄が正しく同定されず、優勢菌群の機能を把握し得
　なくなったりする可能性が十分に考えられる。
2．イカ塩辛由来優勢菌種の有機酸生成
2．L　イカ塩辛試料由来優勢菌群のS‘の々ylooooo麗sの代表株1株について、16S　rRNA
　遺伝子の塩基配列を検討した結果、16S　rRNA遺伝子塩基配列の相同性におい
　ては、すべてのS∫4ρ妙looo6cπs35speciesと94％以上に集中するため、種間の
　差異は1，500bpの間に僅か数bpしか違わないことが示された。16S　rRNA遺伝
　子塩基配列の解析はS∫4ρ々ylo60c6雄及びル伽roooccμsのような属問分類には適
　切であるが、イカ塩辛の優勢菌種であるS！岬勿loooo6〃sの分類学的検討や系統
　解析には、リスクを冒す可能性が考えられる。そこで、S砂妙1000co媚である
　分離菌株を生化学性状により同定した結果では、優勢菌種及び属内種間の菌相
　変遷はイカ塩辛試料により異なることが明らかとなり、glucose発酵性であるS
　肥7n67i及びS　h躍〃20ヶ1icμsの外に、偏性好気性菌しかもglucose発酵性を有し
　ていないS．e卿o耀溺、及びglucose発酵性の弱い＆34ρroph頭c硲、S茂ylosμsが
　多く検出された。尚、いずれの試料からも同属の食中毒菌であるs・側rεμsは
　検出されなかった。
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2．2。同定された優勢菌種である＆ηlosπs、Ss叩rgρ妙∫ic〃s、Se卿o〆〃〃2、8wαrnεri、
　＆hα伽o《y’icκsの代表菌株及びtype　strainsについて、有機酸の生成能及び生成
　パターンを調べた結果、菌種により有機酸の生成能及び生成パターンが異なり、
　酢酸の生成能はS耀los〃s、S　s卿rgρh頭c祝s・S　e卯o耀溺、S　wα～nε7∫、＆hαε脚か”cμs
　が有し、乳酸の生成能はS　wα7nε7’、S　hαε〃20ひ∫icμsが有することが明らかとな
　った。
2．3．種レベルの細菌フローラ及び優勢菌種の有機酸生成能と生成パターンの側面
　から、イカ塩辛熟成中の有機酸蓄積パターンを解析し、これら優勢菌種の熟成
　中の機能をまとめた結果、イカ塩辛熟成中における有機酸の蓄積量・組成及び
　種レベルの細菌フローラに相関性が見られ、またイカ塩辛試料の有機酸蓄積パ
　ターンは優勢菌種の有機酸生成パターンと一致したことから、イカ塩辛熟成中
　における有機酸の生成及び蓄積パターンは、S∫卯々ylooooo麗s属内種問の菌相変
　遷及び優勢菌種の種類により異なって来ることが明らかとなった。
3．イカ塩辛熟成中における微生物学的安全性
3．L　衛生関連細菌の増殖に及ぼす食塩濃度の影響及びイカ塩辛熟成中の消長を調
　べた結果、10％NaCIbrothにおいて、Cわo∫μli灘溺（栄養細胞）、Sり！ρhi〃2μ7iμ〃2、
　E　coliはイカ塩辛と等濃度の10％NaCIによって増殖が抑制され、死滅したの
　に対し、s側7θ〃sは急激に増殖し、VFρα7αhαθ〃20か∫i6μsの大部分は生残した。
　更に、s億zε㍑s及びVpα耀hαε〃20ヶ1ioμsをイカ塩辛試料に接種し、14日間まで
　熟成したところ、Vpα7αhα翻oか1∫o〃sは12日目に死滅し、Sα膨〃sは横ばい状
　態を示したことより、これら細菌はイカ塩辛中において、増殖する可能性が考
　えにくいが、S磁灘sが熟成14目目まで静菌状態を示したため、塩分濃度な
　どの組成や熟成条件の異なる塩辛中では増殖することも考えられる。
3．2．イカ塩辛熟成中の51砿7e〃sに対する抑制作用、及びイカ塩辛中に共存して
　いる細菌による抑制作用を検討した結果、4種のイカ塩辛試料エキス上清及び
　合計913株の分離菌株培養上清の、S磁rθπsに対する抗菌活性はすべて検出さ
　れなかったことより、イカ塩辛試料はSl側rε鰐に比較的緩やかな静菌効果を
　示しているが、完全に死滅するまでの強い抑制効果は期待できないことが示唆
　された。
3．3．Sα耀麗を接種したイカ塩辛試料及び10％NaCI　TSBについて、SEs
　　（staphylococcalenterotoxins）生成の可能性を調べた結果、10％NaCITSBでは、
　貯蔵14日目にS側7ε粥は108CFU／mlに達したが、SEsは全く検出されなかっ
　た。またSl側ハ2〃5接種群のイカ塩辛試料では1熟成14日目に＆側〆ε㍑sは初発
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の105CFU／9を保っており、その他の共存しているS∫9ρhツ10coccμsは108CFU／9
に達したにも関わらず、S側〆εμs及びその他のCNS（coagulase－negative
S’叩hアlooo6c〃s）由来SEsは全く検出されなかった。10％NaCl以上の伝統的イ
カ塩辛において、SEs生成の可能性が少ないことが示唆された。
　本研究により、従来曖昧であった塩辛中の優勢菌群の種類がspeciesレベルまで
解明され、更にこれら菌群は有機酸生成能を有しており、イカ塩辛の有機酸蓄積
量及び組成は、熟成中の優勢菌種及び菌相変遷に左右されることが明らかとなっ
たため、イカ塩辛の製造法について、これまでのように原料や製造工程中に付着
している様々な微生物により自然状態下で熟成させるよりは、むしろ製品に対す
る有用機能を有している微生物を活用し、或いは乳酸発酵の基質であるglucoseな
どを呈味上のバランスを失わないように注意しながら適切に添加することが有効
と考えられた。
　尚、10％NaCl以上の伝統的イカ塩辛では、Sl側7eμsなどの食品衛生関連細菌が
増殖する可能性は殆どなく、またS側繊5やCNSによるブドウ球菌食中毒の危
険性は少ないことも確認できたことより、実際の伝統的イカ塩辛製品では、ブド
ウ球菌食中毒事例は未だなかったことにも結びつくものと考えられる。しかし、
イカ塩辛試料及びその中の共存している一般細菌から、Sα薦zイsに対する抗菌活
性が確認されず、本菌が静菌状態で生残したため、現在の主流としている低塩化
されたような製品においては本菌が増殖し食中毒を惹起する可能性が考えられ、
製造工程中における本菌の二次汚染を防ぐことが望ましい。
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Sunrmary 
Microbiological studies on the fermentation of ika-shiokara 
lha-shiolara, a representative fermented seafood using squid meat with its liver 
contents and salt, has a long history in Japan. Similar products, such as hapi, blachan, 
bagoong, nga-ngapi, etc., are also widely noted in China and Southeast Asia. Previously, 
the contribution of microorganisms and autolyiic eazymes existing in muscle or liver have 
been studied on the formation of free amino acids during the ripening process of iha-
shiohara samples containing I Oo/o NaCl with/without antibiotics, and the conclusion was 
that autolyiic enzymes played a major role, not microorganisms. However, the role of 
microorganisms existing in iha-shiohara has not been well elucidated so far. 
The aim of this study is to identify the dominant microflora based on biochemical 
characteristics and genetic characteristics of DNA base composition (Guanine-plus-
cyiosine [G + C] content) and 16S ribosomal RNA gene sequence, and then to define the 
role of the dominant microorganisms during the ripening process of traditional iha-
shiohara. Safety considerations with respect to bacterial food hygiene have been 
confirmed simultaneously. Some knowledge obtained in this study is explained as 
follows. 
Behavior of microorganisms during the ripening process of ika-shiokara 
After ripening, there were considerable amounts of organic acids accumulated in the 
iha-shiohara samples without antibiotic, and no marked accumulation of organic acid or 
particular odor in the samples with antibiotics. These results clearly show that the 
microorganisms played an important role during the ripening process of iha-shiokora on 
the forrnation of organic acids and particular odor. Moreover, various forming patterns 
of organic acids were observed among the different iha-shiohara samples. 
To evaluate the most accurate cultural method for differentiating the Gram-positive, 
catalase-positive cocci isolated from iha-shiohara samples, the type strains of 
Micrococcus (8 strains) and Staphylococcus (26 strains) were differentiated with 3 culture 
methods using furazolidone-peptone (FP) agar. Schleifer-Krarner (SK) agar, and 
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traditional oxidation-fermentation (O/F) test ofglucose. All ofthe type strains used were 
clearly differentiated on FP agar, and well differentiated on SK agar with a few exceptions, 
while only 46 o/o of Staphylococcus strains could be differentiated correctly on the O/F test. 
For obtaining accurate differentiation of isolates, 55 isolates were randomly selected from 
all of the 530 Gram-positive, catalase-positive cocci isolated from iha-shiohara samples 
and DNA base composition (mol GCo/o) was further examined. The results on the FP 
and SK agar exhibited 1000/0 similarity with the results obtained by mol GCo/o assay, while 
the O/F test exhibited only 240/0 similarity with them. These results confirmed that OIF 
test of glucose such as the Baird-Parker's method is a misleading method, which is still of 
relatively common use for differentiation of these two genera on microbiological study of 
iha-shiohara. 
Based on the differentiation method described above, Staphylococcus genus was 
found to be the dominant microorganisms throughout the ripening process of each iha-
shiohara sample. It was difficult to observe any correlation between the microflora at 
generic level and the accumulation of organic acids. 
Function ofdominant microorganismsfrom ika-shiokara 
16S ribosomal RNA (16S rRNA) gene sequences of Staphylococcus (35 species) 
and Micrococcus ( I O species) (data base obtained from DDBJ) were compared with that 
of the strain B-7D-1 isolated from ika-shiokara sample, and the homology of all of the 
Staphylococcus species of above 940/0 was obtained. In the I ,500 bp of 16S rRNA gene 
sequence, there were only a few different positions among them. Biochemical 
characterictics were performed for identification of dominant Staphylococcus species, and 
it was concluded that the dominant species and microflora varied markedly in different 
iha-shiohora samples. Among the dominant species, S. warneri and S. haemolyticus 
were positive for glucose fennentation while S. equorum, S. saprophyticus, and S. xylosus 
were negative or weak for glucose fermentation. S. aureus was not detected in the iho-
shiohara samples. 
With the culture of the representative strains and the type strain~ of S. xylosus. S. 
saprophyticus, S. equorum, S. warneri. S. haemolyticus, organic acid formation was 
studied. The formation abilities and kinds of organic acids varied depending on the 
species. The formation of acetic acid was large in a following orders: S. xylosus, S. 
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saprophyticus, S, equorum, S. warneri, S. haemolyticus. The forrnation oflactic acid was 
observed only with S. warneri, S. haemolyticus. 
There was a marked correlation between the accunrulation of organic acids and the 
changes in the microflora at the species level during the ripening process of iha-shiohara. 
Consequently, it was concluded that the accumulation and forming patterns of organic 
acids varied deponding on dominant species and changes in microflora. 
Safety considerations of ika-shiokara with respect to food pathogens 
To determinate the fates of food pathogens and E. coli in ika-shiohara, a culture of S. 
aureus, V. parahaemolyticus, C. botulinum, S. ty:phimunium, and E. coli was inoculated, 
respectively into I Oo/o NaCl TSB or GAM broth (for C. botulinum), and iha-shiohara. 
In broth experiments, C. botulinum vegetable cells, S. ~iPhimunium, and E. coli were 
gradually inactivated, yet S. aureus grew rapidly and V. parahaemolyticus remained 
constant till 1 4 days before a slight reduction. In iha-shiohara experiments, at the end of 
the fermentation (14 d), the population of S. aureus was similar to the initial level, and 
after 1 2 days, V. parahaemolyticus was not detectable. 
A total of 913 culture fluids of isolates and the 4 kinds of extract from the iha-
shiohara samples were investigated for their antimicrobial activity against S. aureus by a 
paper disk difftrsion method. There was no inhibitory effect of culture fluids of isolates 
or the extracts of ika-shiokara samples against S. aureus. The results suggest that S. 
aureus could survive during fermentation of ika-shiohara when present at the beginning, 
and continue to be a potential hazard. 
After incubation at 20'C for 14 days, no staphylococcal enterotoxin type A-D was 
detected in iha-shiohara samples inoculated with/without S. aureus, in which backgroud 
coagulase-nagetive Staphylococcus (CNS) reached 108 CFU/g. The same result was also 
observed in I Oo/o NaCl TSB inoculated with S. aureus, even though its viable counts 
reached I 08 CFU/g. 
Several species in the members of Staphylococcus possess lipolytic activity, 
proteolytic activity, nitrate reductase activity, catalase activity, which offers taste, flavor, 
texture, aroma and favorite coloring. Consequently, they have been widely used as 
starter cultures in fermented meat products. However, the lipase and esterase activity of 
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these dominant species (Talon and Montel, 1 997) might illustrate the formation of organic 
acids during the ripening process of iho-shiohora samples. Considering iha-shiohora as 
fermented protein foods, ripened by microorganisms such as fermented meat products etc., 
it is recommended to utilize some species possessing useful functions in iha-shiolalra 
during the ripening process instead of natural ripening by miscellaneous microorganisms 
which adhered to raw materials and manufacturing process. In this study, it was 
coaflrmed that the organic acids accumulation of iho-shiohora was influenced by the 
dominant microorganisms and the changes in microflora during the ripening process. 
For improving iho-shiolara quality, it might be proposed to utilize advantageous 
microorganisms under safety in order to form favorite organic acids like lactic acid etc. 
The results of the inoculation study of several food pathogens and E. coli suggest 
that the possibility that V parahaemolyticus, C. botulinum vegetable cells, S. typhimunium, 
and E. coli in traditional iko-shiohara survive at 20'C in ila-shiohora is low. S. aureus 
survived, but did not grow nor produce enterotoxin during the fermentation. These results 
confirmed the safety of traditional iko-shiohora with respect to food pathogenic bacteria. 
However, strict control of contarnination by S. aureus throughout the manufacturing 
process, especially in low-salted iha-shiokara, is necessary, because the organism 
remained viable during fermentation. 
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